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RESUMO 
 
 
GIONGO, Camila Nascimento. Fermentação semissólida de okara com 
Saccharomyces cerevisiae r. f. bayanus visando a biotransformação de 
isoflavonas e melhoria da qualidade nutricional. 2013. 115p. Dissertação 
(Mestrado em Tecnologia de Processos Químicos e Bioquímicos) – 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná. 2013. 
 
 
O okara é uma biomassa gerada no processamento do extrato 
hidrossolúvel de soja e do tofu. Tal biomassa tem elevada qualidade nutricional 
em função do conteúdo de proteínas, fibras e compostos bioativos como as 
isoflavonas. É gerado em grandes quantidades pela indústria processadora de 
soja como um subproduto e embora se trate de um material de baixo valor 
comercial possui em sua composição moléculas com potencial nutricional e 
funcional. As isoflavonas estão presentes na soja principalmente nas formas 
conjugadas (β-glicosídicas, acetil e malonil) e, em menor proporção, nas 
formas livres (agliconas). Diversos estudos comprovam a eficiência das 
isoflavonas agliconas na prevenção de doenças crônicas. Algumas tecnologias 
têm sido empregadas para a bioconversão das isoflavonas β-glicosídicas em 
agliconas baseadas na ação de enzimas β-glicosidases sintetizadas por micro-
organismos. Neste contexto, o presente trabalho objetivou a bioconversão de 
isoflavonas presentes no okara através de fermentação semissólida por 
Saccharomyces cerevisiae r. f. bayanus, buscando melhorar a qualidade 
nutricional e propriedades biológicas do okara para uso como ingrediente em 
produtos alimentícios. A fermentação semissólida foi conduzida a 28 °C 
durante 72 horas. O processo contribuiu para o aumento dos teores de 
proteínas e redução do conteúdo de fibra bruta o que pode contribuir para 
melhorar a digestibilidade do produto. A fermentação proporcionou a 
biotransformação de isoflavonas conjugadas em agliconas, o que levou ao 
aumento da quantidade de compostos fenólicos, capacidade antioxidante da 
biomassa e consequente melhoria da qualidade nutricional. A biotransformação 
das isoflavonas do okara por processo fermentativo mostrou ser uma estratégia 
promissora para agregação de valor e melhor aproveitamento da biomassa. 
 
 
Palavras-chave: Agliconas. Glicosídeos. Β-glicosídicas. Resíduo. Soja. 
  
 
 
ABSTRACT 
 
 
GIONGO, Camila Nascimento. Okara semisolid fermentation with 
Saccharomyces cerevisiae r. f. bayanus aiming the isoflavons 
biotransformation and improving the nutritional quality. 2013. 115p. Master 
Thesis in Technology of Chemical and Biochemical Process) – Technological 
Federal University of Paraná. 2013. 
 
 
Okara is a biomass generated by the soybean and tofu water soluble 
extract process. Such biomass has a very important nutritional quality because 
of the protein content, fibres and bioactive compounds as the isoflavons. It is 
produced in great amounts by the soybean processing industry as a by-product, 
although it is a product of low commercial value, it possess on its composition 
molecules with nutritional and functional potential. The isoflavons are present in 
the soybean mainly in the combined forms (B-glycosidics, acetyl and molonic) 
and, in a minor proportion, in the free forms (aglycons). Several studies prove 
the efficiency of aglycons isoflavons preventing cronicle diseases. Some 
technologies have been employed for the bioconversion of β-glycosidic 
isoflavon in aglycons based in the action of enzymes β-glycoside hydrolase 
synthesized by microorganisms. In this context, the current work has aimed the 
bioconversion by Saccharomyces cerevisiae r. f. bayanus, trying to improve the 
okara nutritional quality and biological properties in order to use it as an 
ingredient  in food. The semisolid fermentation has been lead under 28° C per 
72 hours. The process was conduction at increase protein and reduction of 
crude fiber content improving the product digestibility. The fermentation 
provided a biotransformation of isoflavonscombining aglycons, what has taken 
to the raise of amount of phenolic compounds, biomasa antioxidant capacity 
and consequently improving  of nutritional quality. The biotransformation of 
okara isoflavons by fermentation process has should to be a promising strategy 
for adding value and better use of biomass. 
 
 
Key words: Aglycons. Glycosidics. β-glycoside. Waste. Soybean. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
A soja [Glycine max (L.) Merrill] é uma leguminosa oleaginosa de 
apreciável composição nutricional que possui diversas aplicações nas 
indústrias agroalimentar e química, sendo considerada uma das mais 
importantes culturas no mundo. 
O Brasil é o segundo produtor mundial de soja, no entanto, o 
aproveitamento da leguminosa no país até pouco tempo era restrito a produção 
de óleo. Alimentos elaborados a base de soja são tradicionais na cultura 
oriental, mas comumente sofrem resistência do paladar do consumidor 
ocidental devido ao sabor característico de “feijão verde” causado pela 
presença da enzima lipoxigenase. Nesse sentido, diversos projetos de 
melhoramentos dos grãos da soja têm direcionado seus estudos à suavização 
do sabor característico e eliminação das enzimas lipoxigenases, visando o 
aumento do consumo humano. 
 Atualmente, o Brasil passa por um momento de transição na indústria e 
comércio de alimentos, em que a conscientização sobre a importância de uma 
alimentação saudável vem mudando o comportamento dos consumidores e o 
mercado de alimentos derivados da soja cresce com novos adeptos a cada dia. 
Aliado a isto, a demanda por alimentos especiais para portadores de 
intolerâncias, alergias alimentares ou doenças degenerativas, tem moldado as 
indústrias alimentícias nos últimos anos, o que tem levado ao aumento da 
disponibilidade e variedade de opções de produtos com soja ou enriquecidos 
com componentes oriundos da soja. 
Técnicas de processamento que amenizam alguns fatores 
antinutricionais presentes no grão, bem como a inserção da soja ou produtos 
derivados em alimentos já presentes na dieta diária dos brasileiros têm 
incentivado o consumo de soja no Brasil e quebrado a barreira de aceitação do 
consumo desta e de seus derivados. Segundo dados apresentados pela FAO 
(2012), no ano de 2011 foram produzidos 75 milhões de toneladas de grãos de 
soja no Brasil, deste total, 3%, foram destinadas a produção de produtos 
alimentícios, havendo destaque para a produção do extrato hidrossolúvel 
(conhecido popularmente como leite de soja).  
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No processo de produção de extrato hidrossolúvel é gerado grande 
quantidade de um subproduto denominado okara. Cada quilo de soja 
processado para a produção do extrato hidrossolúvel gera, em média, 1,1 kg 
de okara fresco. O maior problema da geração de okara está na grande 
suscetibilidade a contaminações, devido aos altos teores de nutrientes e 
umidade e na degradabilidade ambiental relativamente difícil devido ao 
conteúdo de fibras complexas. 
Considerando que esta biomassa mantém em sua composição parte dos 
compostos apreciáveis da soja, sendo rica em minerais, proteínas, fibras 
alimentares, compostos fenólicos e compostos antioxidantes, seu 
aproveitamento como matéria prima para obtenção de produtos com maior 
valor agregado poderia contribuir para a redução dos descartes, minimizando 
seu acúmulo e problemas ambientais, além da possibilidade da elaboração de 
produtos nutritivos e de baixo custo. 
Dentre os compostos fenólicos presentes na biomassa, destacam-se as 
isoflavonas, que possuem atividades biológicas, tais como: atividade 
estrogênica, antioxidante, anticarcinogênica, atua na prevenção de doenças 
cardiovasculares, atividade imunomoduladora, redução dos níveis de 
colesterol, redução de perda de massa óssea, entre outros diversas atividades 
benéficas atribuídas por uma série de pesquisadores a essas moléculas 
(SETCHELL et al., 2011). Tais efeitos, no entanto, são atribuídos de forma 
mais acentuada, a presença de isoflavonas agliconas, que representam parte 
da composição de isoflavonas totais da leguminosa, cerca de 2 a 3%, sendo o 
maior percentual dessa composição representado pelas isoflavonas β–
glicosídicas, isto é, isoflavonas agliconas ligadas a glicosídeos. 
Nesse sentido, diversos estudos para bioconversão de isoflavonas β-
glicosídicas em isoflavonas agliconas, têm sido alvo de pesquisadores visando 
aumentar a biodisponibilidade desses compostos e, consequentemente, a 
qualidade nutricional da soja e derivados. Dessa forma o presente trabalho teve 
como objetivo a fermentação de okara oriundo de soja livre de lipoxigenase 
para a biotransformação das isoflavonas β-glicosídicas em isoflavonas 
agliconas e melhoria de sua qualidade nutricional, bem como propor uma 
estratégia de agregar valor a um subproduto.   
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2 OBJETIVOS 
 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
 
Obter okara de soja sem lipoxigenase com melhores propriedades 
nutricionais e atividade antioxidante a partir da fermentação semissólida da 
biomassa com S. cerevisiae r. f. bayanus. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 
 Caracterizar a soja BRS 257 quanto a sua composição química-
bromatológica; 
 Obter okara da soja BRS 257 e caracterizar sua composição química-
bromatológica, teores de isoflavonas β-glicosídicas e agliconas, 
compostos fenólicos totais e atividade antioxidante;  
 Fermentar o okara de soja BRS 257 com Saccharomyces cerevisiae r.f. 
bayanus; 
  Caracterizar o okara fermentado, quanto à composição química-
bromatológica, teores de isoflavonas β-glicosídicas e agliconas, 
compostos fenólicos totais, atividade antioxidante e atividade enzimática;  
 Caracterizar a estabilidade térmica e atividade de água de farinha do 
okara fermentado;  
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 
 
 
3.1 SOJA 
 
 
A soja é uma planta leguminosa de origem asiática domesticada há mais 
de 5 mil anos pelo homem e há um século se espalhou por diferentes países 
do mundo assumindo papel fundamental na dieta dos povos (MIRANDA, 2010). 
O Brasil é o segundo produtor mundial de soja e é o país que apresenta as 
melhores condições para expandir a produção, havendo previsões de que até 
2015 figurará como líder mundial na produção da leguminosa (EMBRAPA, 
2004). 
O aumento da produção nacional é devido à biotecnologia aplicada ao 
cultivo, onde estudos de melhoramentos de grãos geram cultivares 
diferenciadas mais resistentes a pragas e mais produtivas. Conteúdo de 
proteínas, ácidos graxos e açúcares, ausência de enzimas lipoxigenases, 
granulometria, hilo claro e tempo de cozedura são algumas das características 
que podem ser modificados através de melhoramento genético (SILVA; 
CARRÃO-PANIZZI; PRUDÊNCIO, 2009). 
A soja tem composição nutricional completa, contendo proteínas, 
lipídios, carboidratos complexos, oligossacarídeos, fibras solúveis e insolúveis, 
composição mineral apreciável, além de vitaminas e fitoquímicos importantes 
em diferentes atividades metabólicas (SILVA; CARRÃO-PANIZZI; 
PRUDÊNCIO, 2009). Associadamente também existem alguns fatores 
antinutricionais, como inibidores de proteases, lectinas, saponinas, fitatos e 
taninos (BAJPAI, SHARMA, GUPTA, 2005; PARK et al., 2001a). No entanto, 
algumas técnicas de processamento podem reduzir ou eliminar tais fatores 
antinutricionais.  
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3.2 COMPOSIÇÃO DA SOJA 
 
 
A soja é uma excelente fonte de óleo vegetal, o teor de óleo na semente 
depende de vários fatores como, por exemplo, cultivar utilizada, local, clima e 
época de cultivo. Segundo Bonato et al. (2000) o teor de óleo no grão varia 
entre 19,97% a 20,52%. Albrecht et al. (2008) analisou os teores de óleo nas 
cultivares CD202, CD215 e CD216, avaliando efeitos da antecipação do plantio 
e condições extremas de cultivo, e verificaram variações de 11,3% a 32,4% e 
média de 21,2%. Corroborando com esses resultados Liang et al. (2010) 
encontraram teores de óleo variando entre 14,3% e 23,5% em 474 linhagens 
pesquisadas. 
O óleo vegetal de soja é composto de diversos ácidos polinsaturados, 
composto de aproximadamente 55% de ácido linoleico, 22% de ácido 
linolênico, 10% ácido palmítico entre outros, sendo desta forma uma importante 
fonte energética (VIEIRA; PIERRE; CASTRO, 2005). 
A soja também é uma importante fonte de proteína, sua composição 
proteica varia de 40% a 43% (ALVES et al., 2011; SILVA, CARRÃO-PANIZZI, 
PRUDÊNCIO, 2009). A proteína de soja é um parâmetro de qualidade 
importante na soja devido às suas propriedades funcionais e alto valor nutritivo 
(LIU et al., 2007). 
Em 1999, o FDA reconheceu a potencialidade da proteína de soja, 
sendo constatada a relação entre o consumo da proteína e o nível de redução 
do colesterol LDL no sangue. A agência concluiu que 25 g de proteína de soja 
incluídos em uma dieta de baixo conteúdo de gordura saturada e colesterol 
pode reduzir o risco de doença cardíaca e autorizou o uso de alegações de 
saúde nas rotulagens de alimentos. 
De acordo com Esteves et al. (2010), a proteína de soja apresenta 
excelente balanço de aminoácidos, em que apenas os aminoácidos essenciais 
sulfurados metionina e cistina estão abaixo dos padrões recomendados para o 
consumo humano, sendo assim considerada como uma fonte de proteína de 
alta qualidade para a alimentação humana.  
O perfil de aminoácidos da proteína de soja demonstra quantidades 
adequadas de aminoácidos essenciais como cisteína, histidina, isoleucina, 
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leucina, lisina, fenilalanina, tirosina, treonina, triptofano e valina (SILVA et al. 
2006; ESTEVES et al., 2010), além de quantidades expressivas de 
aminoácidos não essenciais como ácido aspártico e glutâmico, alanina e 
arginina (SILVA, CARRÃO-PANIZZI, PRUDÊNCIO, 2009; ESTEVES et al., 
2010). 
Além disso, nas proteínas de soja estão incluídas as proteínas de 
armazenamento, como Glicinina (11S) e β-conglicinina (7S) (ESTEVES et al., 
2010), segundo relatório da FDA, 1999, essa classe de proteínas são eficazes 
contra doenças cardiovasculares. 
Segundo Silva et al. (2006) a proteína do resíduo de soja apresenta um 
perfil de aminoácidos adequado para suprir as necessidades protéicas devido a 
qualidade nutricional equivalente à proteína do grão da soja. 
A soja não é uma potencial fonte de carboidratos. Cerca de metade dos 
carboidratos presentes na soja são de origem não estrutural, incluindo 
açucares de baixo peso molecular, oligossacarídeos, e pequenas quantidades 
de amido, enquanto a outra metade são polissacarídeos estruturais, incluindo 
uma grande quantidade de polissacarídeos pécticos não digeríveis, como 
pectina, hemicelulose, e celulose (KARR-LILIENTHAL et al., 2005).  
Embora os oligossacarídeos sejam considerados fatores antinutricionais 
por causarem problemas de flatulência (OLIVEIRA et al., 2010), os 
oligossacarídeos de soja possuem atividades biológicas tais como ação 
antioxidante, atividade redutora de pressão arterial, potencial de redução do 
nível de glicose no sangue, além da capacidade de redução dos níveis de 
lipídeos no sangue em pacientes com hiperlipidemia (CHEN et al., 2010; 
KARR-LILIENTHAL et al., 2005). 
Além de óleo vegetal e proteínas, a soja se constitui como uma fonte 
importante de fibras, contendo em torno de 6% de fibras brutas ou fibras 
dietéticas (SANTOS et al, 2010). As fibras dietéticas são consideradas pelos 
cientistas como o sétimo nutriente de base. As fibras dietéticas tem todas as 
características necessárias para serem considerados como um ingrediente 
importante na formulação de alimentos funcionais (REDONDO-CUENCA; 
VILLANUEVA-SUÁREZ; MATEOS-APARICIO, 2008) e enriquecimento 
nutricional de produtos a base de cereais. 
21 
 
Além disso, a soja é rica em fibras alimentares que compõem uma vasta 
gama de complexos de polissacarídeos que podem se ligar a potenciais 
nutrientes e precursores de nutrientes para evitar a sua absorção pelo sangue 
(KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012) e, atualmente, são consideradas 
componentes-chave na alimentação saudável. 
Os benefícios de saúde das fibras alimentares incluem a prevenção e 
mitigação de diabetes mellitus tipo 2, doenças cardiovasculares e do cólon, 
modulação de ingestão de alimentos, digestão, absorção e metabolismo, 
redução do risco de hiperlipidemia, hipercolesterolemia e hiperglicemia, além 
de facilitar muitos processos biológicos, incluindo a prevenção da infecção e a 
melhoria do humor e da memória (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012). 
Além disso, o sabor neutro e a ausência de cor das fibras oriundas da 
soja tornam-as adequadas para a incorporação nos produtos alimentares sem 
qualquer alteração na sua qualidade, ao contrário das fibras de trigo 
(REDONDO-CUENCA; VILLANUEVA-SUÁREZ; MATEOS-APARICIO, 2008). 
 Além disso, a soja também é uma ótima fonte mineral, dispondo de 
minerais como: manganês, fósforo, sódio, magnésio, quantidades expressivas 
de ferro e cálcio, e teor elevadíssimo de potássio (ESTEVES, 2010) e possui 
grande diversidade de compostos fenólicos, com atividades biológicas de 
grande importância como isoflavonas e outros antioxidantes. 
 
 
3.3 CARACTERÍSTICAS INDESEJÁVEIS DA SOJA  
 
 
O sabor de feijão verde é reconhecido como um defeito de sabor quando 
a soja é utilizada como alimento para consumo humano, este sabor não está 
presente na matéria-prima original. Os hidroperóxidos são gerados pela 
oxidação dos ácidos linoleico e linolênico, catalisada por enzimas 
lipoxigenases, que possuem radicais livre muito complexos e, são muito 
reativas com ácidos graxos, gerando como principal produtos alguns 
hidroperóxidos que eventualmente são oxidados para a formação de aldeídos 
(WU; WU; HUA, 2010). 
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As variedades ausentes de lipoxigenases são de grande importância 
comercial, favorecendo a utilização de soja em produtos processados em 
países ocidentais, pois, durante o processamento, de tofu e extrato 
hidrossolúvel, as sementes são embebidas em água fria, o qual promove a 
ativação das lipoxigenases e formação do sabor de feijões verdes. A ausência 
destas isoenzimas no grão impede o desenvolvimento de sabor desagradável 
em alimentos processados, e os tratamentos térmicos para a inativação dessas 
enzimas não é necessário, com isso, as empresas de alimentos podem 
desenvolver novos produtos com melhores qualidades nutricionais (CARRÃO-
PANNIZZI, 2009). 
Além dos hidroperóxidos, as isoflavonas β-glicosídicas daidzina e 
genistina apresentam sabor amargo indesejável e sabor adstringente (SUTIL et 
al., 2008). 
Outra característica indesejável da soja é a existência de fatores 
antinutricionais. Os inibidores de proteases são os mais importantes fatores 
antinutricionais, se tratam de proteínas capazes de inibir a atividade catalítica 
de enzimas proteolíticas prejudicando a digestibilidade de nutrientes (GU et al., 
2012; OLIVEIRA et al., 2012; BAJPAI, SHARMA, GUPTA, 2005). 
A remoção desses fatores por tratamento térmico tem sido realizada 
com sucesso variável (BAJPAI; SHARMA; GUPTA, 2005). Segundo Toledo et 
al., (2005) a redução de atividade inibidora de tripsina foi eficaz a 60 °C durante 
1,5 horas. No entanto o processo de tratamento térmico pode destruir outros 
nutrientes essenciais (GU et al., 2012). 
 
 
3.4 SOJA BRS 257 
 
 
A BRS 257 é uma cultivar de soja convencional isenta das três 
isoenzimas lipoxigenases, L1, L2 e L3, características da leguminosa, podendo 
dessa forma, prevenir a oxidação enzimática que atua sobre os ácidos graxos 
poliinsaturados catalisando a adição de oxigênio à cadeia hidrocarbonatada 
poliinsaturada (RAMALHO, JORGE, 2006; EMBRAPA, 2008).  
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O resultado dessa oxidação enzimática é o desenvolvimento de 
hidroperóxidos de ácidos graxos que são rapidamente metabolizados e 
fornecem sabor desagradável aos alimentos à base de soja, e a ausência 
desses fatores na referida cultivar fazem da BRS 257 essencial para o cultivo 
orgânico e para a alimentação humana (RAMALHO, JORGE, 2006; SILVA et 
al., 2001; EMBRAPA, 2008). 
A composição química de cada cultivar de soja varia de acordo com as 
condições de cultivo que esta é submetida, no entanto, essa variação não se 
dá em quantidades expressivas. Segundo Alves et al., (2011) a composição 
centesimal da soja BRS 257, possui 5,7% de umidade, 41,7% de proteínas, 
21,2% de lipídeos, 24,9% de carboidratos e 6,6% de fibras, já a composição 
proteica apresentada por Benassi (2011) é de 38,9% de proteínas, e a 
composição mineral é de 6,0%. 
Além disso, em um estudo de determinação de composição de 
isoflavonas agliconas em quatro diferentes cultivares direcionadas à 
alimentação, Silva et al., (2012) encontraram na BRS 257, 294 mg / 100g de 
isoflavonas totais em grão inteiro, correspondendo a soma de todas as 
isoflavonas em suas formas agliconas e para as formas glicosiladas. 
Estas variedades apresentam alto rendimento de cultivo e, atualmente, 
estão a ser processadas para a produção de farinha de soja e leite de soja 
(CARRÃO-PANNIZZI, 2009). 
 
 
3.5 OKARA 
 
 
O okara é um subproduto da produção de extrato hidrossolúvel de soja, 
popularmente conhecido como leite de soja, e do processamento do tofu. 
Apesar de se tratar de um subproduto de baixo valor comercial, muitos dos 
componentes nutricionais da soja são mantidos no okara, principalmente fibras 
e proteínas. 
Um grande volume de okara é gerado no processamento de alimentos a 
base de soja, segundo O’toole (1999) cerca de 1,1 kg de okara fresco (base 
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úmida) é produzido pelo processamento de 1 kg de grãos de soja mais 
quantidade padrão de água, para obtenção do extrato aquoso.  
No Brasil, o okara ainda é pouco utilizado na dieta básica, sendo 
destinado, sobretudo, à ração de animais (WONG, SHERKAT, SMALL, 2005; 
BOWLES, DEMIATE, 2006; RASHAD et al., 2011). Muitos estudos têm sido 
direcionados para estabelecer destinos mais nobres a este subproduto, alguns 
dos quais tem sido dirigido para o desenvolvimento de outros alimentos 
processados, como em produtos de panificação (BOWLES, DEMIATE, 2006; 
APLEVICZ, DEMIATE, 2007), hambúrgueres (CUNHA et al., 2009), biscoitos 
(CAVALHEIRO et al., 2001; MADRONA, ALMEIDA, 2008), cereais (SANTOS, 
BEDANI, ROSSI, 2004; CUNHA et al., 2010, ONIAS et al., 2011), temperos 
(MATSUO, TAKEUCHI, 2003), entre outros.  
No entanto a incorporação de okara em alimentos direcionados ao 
consumo humano é restrita, devido a difícil digestão do mesmo pelo organismo 
humano que é associado à presença de inibidores de proteases, composição 
de fibras avançadas e altamente estruturadas (O'TOOLE, 1999; KASAI et al., 
2004), presença de carboidratos de difícil digestão (REFSTIE et al., 2005) e ao 
sabor levemente desagradável ao paladar humano, causado por inibidores de 
tripsina, oxidações enzimáticas e isoflavonas glicosídicas (WONG; SHERKAT; 
SMALL, 2005). 
O okara possui em base seca, 16% a 25% de proteínas, 33% a 55% de 
fibras totais, 9% a 10% de ácidos graxos poliinsaturados, vasta composição 
mineral de teores entre 2,5% a 4%, baixo teor de carboidratos entre 3,6 e 5,3% 
além de compostos bioativos (O'TOOLE, 1999; REDONDO-CUENCA, 
VILLANUEVA-SUÁREZ, MATEOS-APARICIO, 2008; LIANG et al., 2010). 
 
 
3.6 COMPOSTOS BIOATIVOS 
 
 
Compostos bioativos são constituintes nutricionais extras que ocorrem 
naturalmente em pequenas quantidades em produtos vegetais e alimentos. Os 
compostos bioativos mais comuns incluem diversos metabólitos secundários, 
tais como antibióticos, alcalóides, pigmentos de grau alimentício, entre outros. 
25 
 
Variações estruturais pela substituição de compostos ligados aos anéis 
aromáticos desses compostos resultam nas principais classes de flavonóides, 
ou seja, flavonóis, flavonas, flavanonas, flavonóides, isoflavonas, e 
antocianidinas (MARTÍNS et al., 2011; MOURE et al., 2001). 
Os flavonóides constituem o maior grupo de compostos fenólicos de 
plantas. Da mesma forma que os flavonóides, ácidos fenólicos também 
constituem uma classe importante de compostos fenólicos com funções 
bioativas (MARTÍNS et al., 2011; RODRIGUEZ-ROQUE, 2013). 
 
 
3.7 ISOFLAVONAS 
 
 
No que se refere as propriedades funcionais a soja vem ganhando 
destaque devido ao reconhecido teor de isoflavonas que apresenta. As 
isoflavonas são metabólitos secundários que pertencem à família dos 
flavonóides, que são uma classe de compostos fenólicos. Esses compostos 
são antioxidantes naturais e têm sido muito estudados devido algumas 
atividades benéficas que exercem na saúde humana.  
O conteúdo desses compostos está relacionado a fatores genéticos e 
ambientais (CARRÃO-PANIZZI et al., 2009) como estresses abióticos e 
bióticos tais como a disponibilidade de água, temperatura, fatores nutricionais, 
ataque de pragas ou condições de luz (WANG, MURPHY, 1997) e também 
variam em função da parte morfológica da qual são extraídas, cotilédone, 
hipocótilo ou casca (GÓES-FAVONI; CARRÃO-PANIZZI; BELEIA, 2010). 
Como consequência, o conteúdo de isoflavona total pode variar até três vezes, 
com o crescimento da cultivar de soja mesmo em diferentes áreas geográficas 
e anos (WANG, MURPHY, 1997). 
A soja contém entre três tipos e quatros formas conjugadas, 12 
isoflavonas diferentes: a genisteína, daidzeína, e gliciteína; nas formas 
agliconas, as respectivas formas conjugadas β-glicosídicas de genistina, 
daidzina, e glicitina; e as três formas β-glicosídicas esterificados com ácido 
malônico ou acético, gerando as nas formas malonil e acetil (SETCHELL et al., 
2011). 
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Na Figura 1, está demonstrado a estrutura da isoflavona genisteína 
disposta na forma aglicona, e nas formas conjugadas β-glicosídica, acetil 
glicosídica e malonil glicosídica. 
 
 
Figura 1. Estrutura molecular da isoflavona genisteína e suas formas conjugadas. 
Fonte: Adaptado de Setchell et al., 2011. 
 
 
As isoflavonas são classificadas como fitoestrógenos, pois apresentam 
estrutura química muito semelhante a estrógenos endógenos humanos, 
principalmente do estradiol, se comportando, portanto, de maneira similar por 
terem afinidade de ligação a moléculas receptoras de estrogênio (BONIGLIA et 
al., 2009; VELASQUEZ, BHATHENA, 2001). No entanto, a atividade 
estrogênica das isoflavonas é muito mais fraca que a atividade do estrógeno 
(BRZEZINSKI; DEBI, 1999). 
Na Figura 2, estão dispostos os três tipos de isoflavonas de soja nas 
formas β-glicosídicas, genistina, daidzina e glicitina, suas respectivas formas 
agliconas, genisteína, daidzeína e gliciteína, e do equol, que é uma a forma 
metabolizada da daidzeína. A Figura 2 traz, ainda, a comparação das formas 
estruturais destes compostos com o estrógeno endógeno β-estradiol, 
explicitando a semelhança entre ambos. 
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a)  
b)  
c)  
Figura 2. Estrutura molecular das isoflavonas de soja – a) Genistina e Genisteína; b) Daidzina e 
Daidzeína; c) Glicitina e Gliciteína. 
Adaptado de Cederroth e Nef (2009). 
 
 
Figura 3. Estrutura do β-estradiol. 
Adaptado de Cederroth e Nef (2009). 
 
As isoflavonas têm recebido uma grande atenção dos pesquisadores ao 
longo dos últimos anos devido às suas funções potencialmente preventivas 
contra doenças crônicas como câncer de mama (ADLERCREUTZ, 2003) e de 
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prostata (GANRY, 2005), doenças cardiovasculares (NESTEL, 2004; LIU et al., 
2012a), doenças pós - menopausa (LIU, 2012a; VELASQUEZ, BHATHENA, 
2001), alzheimer (LEPHART et al., 2002; HENRY-VITRAC et al., 2010), 
doenças renais (VELASQUEZ, BHATHENA, 2001), controle da pressão 
sanguínea (LIU et al., 2012b), osteoporose (TAKU et al., 2011) entre outros. 
Pequenas quantidades de conjugados gliciteína são frequentemente 
encontrados em proteínas de soja, enquanto que concentrações muito 
elevadas de conjugados de gliciteína são encontradas no hipocótilo 
(SETCHELL, 1998). No entanto, as isoflavonas em soja existem basicamente 
como formas glicosídicas: 6-O-malonylglucosides e 6-O-acetil-glucósidos e 
raramente como formas agliconas (IZUMI et al., 2000; PARK et al., 2001b). 
Contudo, os glicosídeos malonil são muito sensíveis ao calor e 
facilmente convertem-se ao estado mais estável, as β-glicosídicas (SETCHELL, 
1998). 
Segundo Park et al. (2001b) as médias de isoflavonas agliconas 
encontradas em relação ao teor total de isoflavonas é de 3% que corrobora 
com os resultados de Ribeiro et al. (2007), em que as formas encontradas 
malonil, β-glicosídeos e agliconas correspondem a aproximadamente 67%, 
31% e 2% do total. 
Segundo Izumi et al. (2000), as isoflavonas glicosídicas são muito mal 
absorvidas pelo intestino em comparação com as isoflavonas agliconas por 
causa da maior hidrofilicidade e maior peso molecular das glicosídicas. 
No entanto, o tempo médio necessário para as agliconas atingirem o 
pico de concentração no plasma após a sua ingestão é de 4 a 7 horas, já para 
as formas β-glicosídicas esse tempo varia de 8 a 11 horas e a meia-vida de 
daidzeína e genisteína é de 9,3 e 7,1 horas respectivamente, indicando que as 
isoflavonas são rapidamente excretadas (CEDERROTH; NEF, 2009).  
Dessa forma, a biodisponibilidade das isoflavonas pode influenciar 
diretamente a absorção desses compostos pelo plasma sanguíneo. Isto sugere 
que o passo limitante da velocidade para absorção é a hidrólise da porção 
glicosídica (CEDERROTH; NEF, 2009).  
A hidrólise da porção glicosídica é realizada através do rompimento da 
ligação entre o fitoestrógeno em sua forma mais simplificada, aglicona, e o 
glicosídeo através da ação da enzima β-glicosidase nas isoflavonas. 
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3.8 ENZIMA Β -GLICOSIDASE  
 
 
As β-glicosidases constituem um grupo de enzimas bem caracterizadas 
e biologicamente importantes, pois catalisam a transferência do grupo glicosil 
entre nucleófilos de oxigênio. Submetidas a condições fisiológicas, tal reação 
de transferência geralmente resulta na hidrólise de uma ligação β-glicosidíca e 
consequente clivagem das ligações β-glicosídicas de dissacarídeos ou 
oligossacarídeos, ou outros conjugados de glicose (BHATIA, MISHRA, 
BISARIA, 2002; HSIEH; GRAHAM, 2001). 
A enzima β-glicosidase catalisa a hidrólise de ligações glicosídicas 
formada entre o grupo hemiacetal (átomo de carbono que contém o átomo de 
oxigênio que promove a ligação de junção das duas molécula) de uma aldose 
ou glicose, e o grupo hemiacetal do composto vizinho (BHATIA; MISHRA; 
BISARIA, 2002). A clivagem no terminal não redutor β-D-glicose promove a 
liberação de β-D-glicose (SUN et al., 2010). 
 
 
 
Figura 4. Conversão estrutural da isoflavona 6-O-malonyldaidzina. 
Fonte: Pyo, Lee e Lee (2005). 
 
 
A eficiência da formação do produto é determinada pela disponibilidade 
de água e do R'OH receptor da enzima, que forma um composto intermediário 
enzima-glicosil (SUN et al., 2010). 
A β-glicosidase é obtida através do metabolismo de bactérias, fungos, 
plantas e animais e desempenham um papel central em muitos processos 
biológicos (HSIEH; GRAHAM, 2001). Entre suas diversas aplicações a β-
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glicosidase têm sido usada para hidrolisar compostos fenólicos e glicosídeos 
de fitoestrógenos para melhora da atividade biológica (YANG et al., 2009). 
Os efeitos de vários micro-organismos sobre a conversão de isoflavonas 
glicosídicas em suas respectivas agliconas têm sido extensivamente estudados 
nas últimas décadas (SUN et al., 2010). 
 
 
3.9 FERMENTAÇÃO SEMISSÓLIDA 
 
 
A fermentação no estado sólido é definido por Pandey (2003) como o 
processo de fermentação que envolve matriz sólida realizada na ausência ou 
quase ausência de água livre, utilizando substratos úmidos o suficiente para 
suportar o crescimento de micro-organismos.  
Os processos no estado sólido possuem algumas vantagens como: 
menor necessidade de energia, menor volume de águas residuais e menor 
disponibilidade de atividade de água para possíveis contaminantes. Entretanto, 
esses sistemas possuem uma grande e principal desvantagem referente à 
dificuldade de ampliação do processo, em grande parte devido à transferência 
de calor e problemas de homogeneidade de cultura (SINGHANIA et al., 2009; 
MARTÍNS et al., 2011). 
Bolores e leveduras constituem a classe de micro-organismos 
adequados para fermentação semissólida de acordo com a atividade de água 
requerida de 40% a 60%, sendo considerada estes teores inadequados para o 
crescimento de bactérias (SINGHANIA et al., 2009). 
Esses processos têm sido muito empregados na tecnologia de 
alimentos, e utilizam o metabolismo de micro-organismos, ou produtos do 
metabolismo, para obtenção das transformações desejadas no substrato 
utilizado. Uma dessas aplicações é a bioconversão de isoflavonas β-
glicosídicas em isoflavonas agliconas e aprimoramento da atividade de 
compostos fenólicos para obtenção de maiores atividade antioxidante, que têm 
sido estudadas utilizando-se como inóculos diversos micro-organismo que 
produzem a enzima β-glicosidase.  
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O emprego de resíduos agroindustriais como meio de cultura, têm 
caracterizado valiosos substratos para fermentação semissólida. Tais resíduos 
incluem polpa e casca de café, bagaço de cana, polpas e cascas de frutas, 
sabugo de milho e resíduos de processamentos industriais, como okara 
(MARTÍNS et al., 2011). 
Rashad et al. (2011) usaram okara como substrato para fermentação em 
estado semissólido usando seis diferentes linhagens de leveduras GRAS 
(Candida albicans NRRL Y-12, Candida guilliermondii NRRL Y-2075, 
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-7571, Kluyveromyces marxianus NRRL Y-
8281 , Pichia pinus e Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632). Todas as 
amostras fermentadas com cada uma das leveduras apresentaram maiores 
teores de proteínas e resíduo mineral, enquanto que o conteúdo de 
carboidratos, fibra bruta e lipídeos foram reduzidos. Além disso, o teor de 
fenólicos totais e todos os parâmetros de atividade antioxidante foram 
superiores nos substratos fermentados. 
Mantovani (2010) utilizou como substrato o resíduo de melaço de soja e 
como inóculo fungos da espécie Aspergillus niger ATCC 16404, Aspergillus 
oryzae ATCC 1003, Aspergillus niger isolado do solo, e Aspergillus niger 
isolado do ar, apresentando 100% de bioconversão de isoflavonas por 
atividade enzimática de β-glicosidase, corroborando com estes resultados de 
Park et al., (2001b) que obteve importantes níveis de bioconversão com 
Aspergillus oryzae. 
Singh et al. (2010) fermentaram por fermentação semissólida 
subprodutos do processamento de alimentos a base de soja com Trichoderma 
harzianum e apontou superiores atividades antioxidantes em relação aos 
produtos não fermentados, atribuindo mais elevados teores de ácidos fenólicos, 
flavonóides e isoflavonas agliconas com grupos hidroxila livres obtidos durante 
fermentação no estado sólido. 
Zhu et al. (2008) fermentaram por SSF soja e okara usando cepas de 
Bacillus subtilis como inóculo e obtiveram resultados promissores quanto aos 
aumentos de fenólicos totais, antioxidantes e do flavor do produto fermentado, 
além disso, esses mesmos fatores avaliados se apresentaram superiores para 
o okara em relação à soja. 
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Além desses, existem diversos outros relatos de fermentação de soja ou 
subprodutos de soja, utilizando diversos micro-organismos como bactérias 
láticas (PYO; LEE; LEE, 2005), fungos filamentosos (LIN, WEI, CHOU, 2006; 
WONGPUTTISIN et al., 2007), Bacillus subtilis CS90 (CHO et al., 2011). 
Os fungos filamentosos têm sido muito utilizados para a bioconversão de 
compostos bioativos e, também, têm recebido grande atenção devido à sua 
capacidade em produzir enzimas termoestáveis de alto valor científico e 
comercial, tais como amilases, xilanases, pectinases, celulases, quitinases, 
proteases, lipases, β-galactosidases, entre outras (MARTÍNS et al., 2011).  
Por outro lado, cabe salientar que quando se deseja direcionar os 
produtos da fermentação para a produção de alimentos, além do micro-
organismo utilizado possuir elevada atividade de β-glicosidase, o mesmo deve 
ser reconhecido como seguro (GRAS), livre de produção de toxinas, essa não 
é uma característica atribuída à muitas espécies de fungos filamentosos.  
Diversos autores têm reportado diferentes cepas de Saccharomyces 
cerevisiae como produtoras de enzimas β-glicosidase, cepas selvagens 
isoladas de mostos e de vinhos sicilianos (SPAGNA et al., 2002), cepas 
selvagens isoladas de processo de vinificação (HERNANDÉZ et al., 2003), 
Saccharomyces cerevisiae obtidas de fermentos biológicos comerciais 
(MOORE et al., 2007), Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632 (RASHAD et 
al., 2011). 
A principal função requerida à um micro-organismo envolvido no 
processo de fermentação aplicado à bioconversão é a síntese de enzimas que 
hidrolisam os componentes alimentares. No entanto, segundo Nout e Kiers 
(2005) a fermentação ainda diminui fatores antinutricionais, bem como melhora 
a qualidade nutricional e digestibilidade do produto, atividade antioxidante, e 
fatores sensoriais. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1 MATERIAL 
 
 
4.1.1 Soja 
 
 
A soja da cultivar BRS 257 utilizada na produção de okara foi adquirida 
da Fundação Meridional – Ponta Grossa, Paraná. 
 
 
4.1.2 Micro-organismo 
 
 
Para a fermentação do okara foi empregada cultura comercial liofilizada 
de Saccharomyces cerevisiae r. f. bayanus (Fermol Parlage®, AEB Bioquímica 
América Latina S.A). 
 
 
4.1.3 Reagentes Químicos 
 
 
Os regentes utilizados no desenvolvimento do trabalho foram de grau 
analítico ou padrão cromatográfico. 
 
 
4.2 MÉTODOS 
 
 
4.2.1 Preparo do Inóculo para a Fermentação 
 
 
O inóculo para a fermentação semissólida foi preparado através da 
transferência de pequena quantidade da cultura liofilizada para meio caldo 
extrato de malte (3 g / L de extrato de levedura, 3 g / L de extrato de malte, 5 g 
/ L de peptona bacteriológica e 10 g / L de D-glicose) e posterior cultivo em 
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incubadora orbital durante 24 horas a temperatura de 28 ºC. As células foram, 
então, recuperadas do meio por centrifugação (1350 x g por 15 minutos), 
lavadas com solução salina (0,9 % NaCl, m / v), e ressuspendidas em água 
esterilizada. Como inoculo foi utilizada um volume de suspensão necessário 
para obtenção de uma concentração de 2 x 106 células / g de substrato. A 
concentração celular da suspensão foi determinada através da contagem de 
células em câmara de Neubauer. 
 
 
4.2.2 Obtenção do Okara 
 
 
A metodologia de preparo do okara seguiu protocolo descrito no Manual 
de Produção de extrato de Soja para Agroindústria de Pequeno Porte, editado 
pela Embrapa em 2005 (EMBRAPA, 2005).  
Os grãos de soja foram inicialmente selecionados manualmente para 
eliminação de possíveis impurezas e resíduos. Após a seleção os grãos foram 
pesados, higienizados em água corrente e imergidos em solução de 
bicarbonato de sódio a 0,5% (m / v) por 12 horas na proporção de 250 g de 
grãos para 750 mL de solução. Os grãos macerados foram lavados novamente 
em água corrente e submetidos ao cozimento em solução de bicarbonato de 
sódio 0,25% (m / v) (250 g de grãos / 750 mL de solução) por 10 minutos em 
ebulição. Após o cozimento foi feita uma terceira lavagem para escoamento da 
água de fervura e qualquer impureza presente. Após isso, os grãos foram 
triturados em liquidificador com 1800 mL de água potável em 3 minutos.  
A pasta obtida foi filtrada em pano de morim. O líquido proveniente da 
filtragem corresponde ao extrato hidrossolúvel de soja e o resíduo sólido 
insolúvel ao okara fresco. O processo descrito está representado no 
fluxograma demonstrado nas Figuras 5 e 6. 
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Figura 6 - Principais etapas do 
processo de produção do okara. 
 
 
 
 
Figura 5 - Fluxograma do processo 
de elaboração de okara. 
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4.2.3 Fermentação Semissólida 
 
 
A fermentação foi conduzida em Frascos Erlenmeyers de 250 mL de 
volume contendo 200 g da biomassa okara. Os Erlenmeyers foram cobertos 
com filme plástico com pequenos orifícios. Os frascos foram incubados em 
estufa bacteriológica com temperatura controlada em 28 ºC, durante 72 horas, 
sendo retiradas alíquotas de amostras após 24 e 72 horas de cultivo, seguindo 
metodologia proposta por Rashad et al., (2011). Para cada ensaio fermentativo, 
houve uma amostra controle, em que, foi empregada a biomassa de okara 
submetido às mesmas condições de cultivo das amostras fermentadas, porém, 
sem inoculação da levedura. 
Foram realizadas fermentações com okara submetido à autoclavagem 
(121 °C, 15 minutos) e okara sem autoclavagem, buscando avaliar possível 
influência do calor do tratamento térmico sobre a concentração das isoflavonas 
β-glicosídicas, bem como na bioconversão.  
Na Figura 7 está representado o fluxograma descritivo do processo 
fermentativo. 
 
 
 
Figura 7. Fluxograma do processo de fermentação do okara. 
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4.2.4 Obtenção de Farinha de okara 
 
 
A farinha de okara foi obtida por processo de liofilização em liofilizador 
de bancada (Liotop L 101, Liobras) e posteriormente trituração em grau com 
pistilo e peneirados em peneira de malha 120 MESH. A secagem da biomassa 
por liofilização teve como objetivo à remoção da água sem a ação de 
temperatura elevada, que pudesse ter alguma influência na transformação ou 
degradação de compostos bioativos.  
 
 
4.2.5 Análises de caracterização química 
 
 
As análises de caracterização química-bromatológica da soja, do okara 
fresco e fermentado e do extrato hidrossolúvel incluíram determinações quanto 
aos teores de proteínas, lipídios, resíduo mineral, umidade e fibras, conteúdos 
de fósforo, magnésio, potássio e cálcio, bem como de concentrações de 
isoflavonas β-glicosídicas, ou seja, daidzina, genistina e glicitina, e agliconas, 
daidzeína, genisteína e gliciteína.  
Determinações de atividade enzimática de β-glicosidase, atividade 
antioxidante e compostos fenólicos totais foram realizadas nas amostras de 
okara fermentado e não fermentado, e as farinhas também foram avaliadas 
quanto a fibra alimentar, atividade de água e análise termogravimétrica. 
 
 
4.2.5.1 Umidade 
 
 
A umidade das amostras foi determinada em triplicata pelo método 
gravimétrico, no qual 5 g de cada amostra foi submetida a secagem em estufa 
com circulação de ar a 105 ºC até massa constante (INSTITUTO ADOLFO 
LUTZ, 2008) 
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4.2.5.2 Resíduo Mineral Fixo 
 
 
O resíduo mineral fixo foi determinado gravimetricamente após 
incineração das amostras em forno mufla a 550 ºC (INSTITUTO ADOLFO 
LUTZ, 2008). 
 
 
4.2.5.3 Lipídeos  
 
 
A determinação de lipídeos totais foi realizada pelo método Soxlet, 
através de extração da fração lipídica com solvente extrator éter etílico em 
equipamento do tipo Soxlet (extração por refluxo). Após extração o solvente foi 
evaporado em chapa aquecedora, e dessecador até massa constante da 
fração lipídica. O teor de lipídeos foi obtido pela relação da massa da fração 
lipídica seca com a massa inicial da amostra (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 
2008). 
 
 
4.2.5.4 Proteínas 
 
 
O teor de proteínas foi determinado pelo método Kjeldahl, o qual 
consiste na determinação do teor de nitrogênio total e posterior conversão para 
proteínas por fator de correção (6,25). A análise foi realizada em três principais 
etapas consecutivas: digestão, destilação e titulação. A digestão foi realizada 
em bloco digestor (450 ºC) sendo usado 0,2 g de amostra, 5 mL de ácido 
sulfúrico concentrado (P.A) e catalisador (mistura catalítica: Dióxido de titânio 
anidro, sulfato de cobre anidro e sulfato de potássio anidro, na proporção 
0,3:0,3:6). Na etapa de destilação, foram adicionados 20 mL de solução de 
hidróxido de sódio (40% m / v) e, com ação do aquecimento do destilador, a 
amônia foi destilada sobre 10 mL de uma solução de ácido bórico (3%) na 
presença de indicador, formando borato de amônia. Na etapa de titulação, o 
borato de amônia formado foi titulado com uma solução padronizada de ácido 
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clorídrico (0,1 mol / L), e o teor de proteínas foi determinado pela equação a 
seguir: 
 
Proteína total (%) = V x M x 0,014 x 6,25 x 100  
 
Em que: 
V = volume gasto de HCl  
M = molaridade do HCl = 0,1M 
0,014 = miliequivalente-grama do nitrogênio 
6,25 = fator de conversão geral do nitrogênio em proteína 
 
 
4.2.5.5 Fibra bruta 
 
 
Para a determinação de fibra bruta, as amostras foram submetidas a 
digestão ácida e alcalina, e após filtragem em cadinho de Gocch. As frações de 
fibra bruta foram determinadas por gravimetria (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 
2008).  
 
 
4.2.6 Determinação do conteúdo de compostos fenólicos totais 
 
 
A determinação do teor de compostos fenólicos totais foi realizada pelo 
método espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau usando ácido gálico como 
padrão (SINGLETON et al., 1999). A coloração do reativo de Folin-Ciocalteu 
(molibdato, tungstato e ácido fosfórico) muda de amarelo para azul na 
presença de compostos fenólicos e há boa correlação entre a intensidade da 
cor com a quantidade de fenóis na amostra. As substâncias fenólicas são 
oxidadas em meio alcalino, resultando na formação de O2, o qual reage com os 
ácidos originando a coloração azul.  
Os compostos fenólicos foram extraídos segundo metodologia proposta 
por Lateef et al. (2008) com metanol (1:5 m / v) a 55 °C durante 2 horas sob 
agitação a 100 rpm e posterior filtração em papel filtro Whatman nº 1 para 
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obtenção dos extratos. Uma alíquota de 0,5 mL do extrato metanólico foi 
misturada com 2,5 mL de reagente de Folin-Ciocalteu (1 : 10 v / v) e 2,0 mL de 
solução de carbonato de sódio 4% (m / v). Após 2 horas de reação (em 
ausência de luz) a absorbância foi medida a 740 nm. Como branco foi 
empregado reagente obtido nas mesmas condições, substituindo o extrato 
metanólico por metanol.  
Uma curva de calibração foi construída seguindo o mesmo 
procedimento, mas substituindo os extratos metanólicos por diferentes 
concentrações de ácido gálico: 10, 25, 40, 70, 85 e 100 mg / L de ácido gálico. 
O conteúdo de fenólicos totais foi obtido a partir da regressão linear dos pontos 
da curva de calibração e expressos em mg de ácido gálico / 10 g okara seco.  
 
 
4.2.7 Determinação da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH 
 
 
A atividade antioxidante do okara (fermentado e não fermentado) foi 
avaliada pelos métodos de captura dos radicais orgânicos DPPH e ABTS em 
triplicata. 
O método DPPH (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995) 
baseia-se na atividade sequestradora do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila) por substâncias antioxidantes, produzindo um decréscimo da 
absorbância a 515 nm. 
Os extratos para determinação de atividade antioxidante foram obtidos 
segundo Lateef et al. (2008), com metanol (1:5 m / v) a 55 °C durante 2 horas 
com agitação a 100 rpm. Um volume de 0,1 mL do extrato metanólico foi 
adicionado a 3,9 mL de solução metanólica de DPPH (0,025 g / L) em tubos de 
ensaio. Os tubos foram agitados e foi medida a absorbância (t = 0 minutos) a 
515 nm em espectrofotômetro UV / visível (modelo U- 2800, Digilab). Os tubos 
foram deixados em repouso (ausência de luz) por 60min e a leitura das 
absorbâncias foram novamente lidas (t = 60 minutos). Como branco foi 
utilizado metanol. No decorrer da reação os antioxidantes sequestram os 
radicais do DPPH, diminuindo a coloração roxa intensa do meio, sendo 
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possível através desse abaixamento de absorbância a determinação do radical 
consumido. 
Como padrão de referência foi utilizado o antioxidante trolox (ácido 6-
hidróxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxílico). Uma curva de trolox foi 
construída seguindo o mesmo procedimento, com a substituição das amostras, 
diferentes concentrações de trolox (0,02 mM, 0,06 mM, 0,1 mM, 0,14 mM, 0,18 
mM e 0,22 mM). A diferença das leituras de absorbâncias (t = 0 e t = 60 
minutos) variaram em função da concentração de Trolox e foram plotadas em 
gráfico em função destas para obtenção da curva de calibração por regressão 
linear. Os resultados foram expressos em equivalente de mM de Trolox / g de 
okara seco (mM eq (TE) / g de okara). 
 
 
4.2.8 Atividade Antioxidante avaliada pelo método de captura do radical 
ABTS•+ 
 
 
A atividade antioxidante determinada pelo método ABTS (ácido 2,2'-
azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfônico foi realizada segundo a metodologia 
proposta por Re et al., (1999).  
O método consiste na produção de radical ABTS•+ através da reação 
entre 2,0 mL de ABTS 7 mM e 35,2 µL de persulfato de potássio 140 mM 
seguido de incubação a temperatura de 25 ºC em ausência de luz, durante 16 
horas. Após formado o radical ABTS•+ foi adicionado etanol à solução até 
obtenção de valor de absorbância entre 0,700 nm e 734 nm.  
Um volume de 3,0 mL da solução de radical ABTS•+ foi acrescentado a 
30 μL dos extratos das amostras (ao abrigo da luz) e as absorbâncias foram 
tomadas a 734 nm após decorrer seis minutos de reação. Etanol P.A foi 
utilizado como branco, e as determinações foram realizadas em triplicata.  
O mesmo procedimento reacional foi utilizado para a construção de uma 
curva de calibração, utilizando diversas concentrações de trolox (1 µM, 5 µM, 
10 µM, 15 µM, 20 µM, 25 µM) como referência em substituição das amostras. A 
curva foi plotada e os resultados da atividade antioxidante foram expressos em 
μM trolox / g de okara. 
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A metodologia de extração foi baseada no método proposto por 
Mantovani (2010) baseada em Grun et al., (2001) com modificações. As 
amostras liofilizadas e trituradas (farinha de okara) foram desengorduradas 
com hexano seguindo a proporção de 4:1 (amostra / hexano, m / v) sob 
agitação por 30 minutos a 25 °C. As amostras foram deixadas em repouso para 
decantação dos sólidos e remoção do solvente extrator, O processo foi repetido 
por três vezes para completa remoção dos lipídios presentes na amostra. 
Para a extração das isoflavonas das amostras desengorduradas, foi 
utilizado metanol 80% como solvente extrator seguindo a proporção 1:20 
amostra / solvente, m / v) sob agitação constante por 2 horas em temperatura 
ambiente. Para separar o extrato metanólico da fração sólida das amostras, foi 
realizado o processo de centrifugação a 1350g por 15 minutos. O sobrenadante 
foi evaporado em rotaevaporador a 35 °C sob pressão reduzida, para que não 
houvesse degradação de compostos bioativos.  
 
 
4.2.9 Extração, Determinação e Quantificação de Isoflavonas 
 
 
A determinação do teor de isoflavonas nas amostras de okara foram 
realizadas por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE) em 
cromatógrafo líquido Shimadzu modelo SCL 10AT composto de bomba de alta 
pressão (modelo LC-10AT), controlador de sistema (modelo SCL-10A), 
detector Uv-Vis monitorado em 254 nm com injetor manual de 20 µL, 
degaseificador (modelo DGU-14A) e software Shimadzu CLASS-VP Release 
(Versão 6.14 SP1). Coluna (ODS Hypersil, 5 µm, 4,6 x 250 mm) com fase 
móvel A: Água Ultrapura + 0,1% de Ácido acético e B: Acetonitrila + 0,1% de 
Ácido acético e vazão constante ao longo da corrida com 1 mL / min, e 
temperatura de forno (modelo CTO-10AS) a 30 oC. O sistema referente ao 
gradiente formado para mistura da fase móvel é demonstrado na Tabela 1. 
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Tabela 1 - Gradiente formado para passagem dos compostos de isoflavonas via CLAE 
Tempo (min) S1*(%) S2#(%) 
0 86 14 
8 86 14 
25 50 50 
30 50 50 
33 86 14 
35 86 14 
*Solução de Água Ultrapura + 0,1% de ácido acético; #Solução de Acetonitrila + 0,1% de 
ácido acético. 
 
 
Foram injetados volumes de 20 µL referente ao mix de padrões diluídos, 
gerando cromatogramas com diferentes concentrações dos compostos: 
daidzina, glicitina, genistina, daidzeína, gliciteína e genisteína conforme 
demonstrado na Tabela 2.  
 
Tabela 2 -  Mistura dos padrões de isoflavonas em mg / mL 
Padrões Mix 1 Mix 2 Mix 3 Mix 4 Mix 5 Mix 6 
Daidzina 0,200 0,100 0,040 0,020 0,008 0,004 
Glicitina 0,100 0,050 0,020 0,010 0,004 0,002 
Genistina 0,050 0,025 0,010 0,005 0,002 0,001 
Daidzeína 0,200 0,100 0,040 0,020 0,008 0,004 
Gliciteína 0,020 0,010 0,004 0,002 0,008 0,004 
Genisteína 0,200 0,100 0,400 0,020 0,008 0,004 
 
 
4.2.10  Caracterização de atividade de β-glicosidase 
 
 
O procedimento para caracterização da atividade enzimática de β-
glicosidase foi baseado na metodologia descrita por Carrão-Panizzi e 
Bordingnon (2000) modificado de Matsuda et al., (1992) em que a extração das 
enzimas foram feitas a partir de 100 mg de amostra em solução com 1,5 mL de 
tampão citrato 0,05 M, pH 4,5, contendo 0,1 mol de cloreto de sódio durante 1 
hora a 20 °C. Após centrifugação, 200 uL do sobrenadante foram utilizados 
diretamente para a determinação da atividade de β-glucosidase.  
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O substrato foi preparado utilizando 1 mM de p-nitrofenil-β-D-
glucopiranosídeo em tampão de fosfato de sódio 0,1 M (pH 6,7). 
Para a reação enzimática, 200 µL de substrato e 200 µL dos extratos 
foram incubados em tubos de ensaio durante 2,5 horas a 40 ºC. Decorrido esse 
período, a reação foi parada pela adição de 2,0 mL de carbonato de sódio 0,25 
M (pH 9,0) e nessas condições alcalinas o composto p-nitrofenol foi liberado e 
a cor amarela desenvolvida.  
As absorbâncias foram medidas em um espectrofotômetro, a 420 nm 
zerados com um branco para cada amostra, preparado com 200 uL de tampão 
citrato, 200 uL de extrato de enzima das respectivas amostras e 2,0 mL de 
Na2CO3 a 0,25 M (pH 9,0). 
Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade de 
enzima que libertaria 1,0 mg de p-nitrofenol, após 2,5 horas de reação em 100 
mg de amostra. 
 
 
4.2.11 Caracterização da farinha de okara  
 
 
A farinha de okara obtida segundo procedimento descrito no subitem 
4.2.4 foi caracterizada quanto à determinação de fibras solúveis e insolúveis, 
análise termogravimétrica e atividade de água. 
 
 
4.2.11.1 Determinação de fibra alimentar total 
 
 
A determinação de fibras alimentares totais foi realizada segundo 
método enzimático – gravimétrico (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). 
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4.2.11.2 Análise Termogravimétrica 
 
 
A termogravimetria é uma técnica analítica em que a variação da massa 
da amostra avaliada é determinada em função da temperatura e do tempo de 
ensaio. Tal análise permite caracterizar quantitativamente eventos sofridos com 
a alteração térmica na amostra, através das curvas termogravimétricas (TGA) e 
termogravimétrica diferencial (DTA). As amostras de farinha de okara 
fermentada foram analisadas em um analisador térmico da TA Instruments 
(modelo SDT Q600). Neste equipamento estão acopladas as análises de 
Termogravimetria (TGA), Análise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria 
Exploratória Diferencial (DSC). 
A análise foi conduzida com aproximadamente 5,0 mg de amostra, em 
atmosfera de ar sintético (20% de Oxigênio e 80% de Nitrogênio) sob fluxo de 
50 mL / min, obtendo-se os termogramas em taxa constante de aquecimento 
de 10 °C / min, com temperatura inicial de 30 °C e temperatura final de 300 °C.  
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5 RESULTADOS 
 
 
5.1 PARÂMETROS QUÍMICO-BROMATOLÓGICOS DA SOJA BRS 257, 
EXTRATO HIDROSSOLÚVEL E OKARA FRESCO 
 
 
Os resultados da caracterização química-bromatológica da soja BRS 
257, extrato hidrossolúvel (não autoclavado e não fermentado) estão 
demonstrados na Tabela 3. 
A cultivar de soja BRS 257 apresentou apreciáveis conteúdos de 
proteínas, lipídeos, conteúdo mineral e fibras. O conteúdo proteico encontrado 
na cultivar de soja empregada no presente trabalho é similar ao descrito na 
literatura. Foram verificados teores de 39,7 ± 1,49% de proteínas, valor próximo 
ao descrito por Santos et al. (2010) (38,9%). Alves et al., (2011) verificou em 
amostras da mesma cultivar teores 42,2% de proteína. 
Da mesma forma, os valores encontrados em relação a resíduo mineral 
e umidade estão de acordo com dados da literatura. O teor de resíduos mineral 
obtido foi de 5,01 ± 0,65%. Para Alves et al. (2011) e Benassi et al. (2011) esta 
composição varia entre 5,63% - 6,0%. Em relação à umidade, foram 
encontrados valores de 6,05 ± 0,63%, similares aos relatados por Alves et al. 
(2011) e Benassi et al. (2011) e Santos et al. (2010), os quais descrevem 
conteúdos de 5,7% a 8,34%, respectivamente. 
 
 
Tabela 3 - Caracterização química-bromatológica da soja BRS 257 e extrato 
hidrossolúvel 
Parâmetros Físico-químicos 
Soja BRS 257 
(g / 100 g) 
Extrato Hidrossolúvel 
 (g / 100 g) 
Proteína Bruta 39,7 ± 1,49 2,18 ± 0,09 
Resíduo Mineral 5,01 ± 0,65 0,15 ± 0,02 
Fibra Bruta 2,93 ± 0,85 -- 
Lipídeos 15,7 ± 0,50 0,22 ± 0,02 
Umidade 6,05 ± 0,63 97,2 ± 0,10 
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Menores conteúdos de lipídeos (15,66 ± 0,5%) e fibras (2,93 ± 0,85%) 
foram encontrados na soja BRS 257 comparado a literatura. Alves et al. (2011) 
e Benassi (2011) verificaram conteúdos de 21,2% e 23,8%, respectivamente de 
proteínas, Benassi (2011) relatam conteúdos de 6,6% de fibras. Cabe ressaltar, 
que mesmo tratando-se de cultivar similar (BRS 257), podem ocorrer 
diferenças na composição que podem ser devido a vários fatores que podem 
interferir na composição da soja, tais como o clima, localidade e época de 
cultivo, tipo de solo e adubação utilizada, entre outros que podem exercer 
influência no crescimento dos grãos levando a diversidade de teores dos 
nutrientes. 
Diferenças também foram verificadas na composição físico-química do 
okara em comparação com dados da literatura. Segundo Redondo-Cuenca, 
Villanueva-Suárez e Mateos-Aparicio (2008) isso ocorre em função de 
diferenças entre os processos de produção do extrato hidrossolúvel de soja. Na 
Tabela 4 são demonstrados os valores dos parâmetros de caracterização 
físico-química do okara obtido e valores descritos na literatura.  
 
 
Tabela 4 – Comparação dos resultados de composição químico-bromatológica de okara 
bruto com valores apresentados pela literatura em base seca 
Parâmetros Resultados 
Mateos-
Aparício 
Perussello 
Redondo -
Cuenca 
Li 
Lipídeos* 1,98 ±0,12 8,5 ±0,3 2,47 9,84 9,79 ±0,00 
Proteína Bruta* 32,8 ±0,63 33,4 ±0,3 38,9 28,5 28,7 ±0,21 
Fibra* 23,4 ±0,09# 54,3 ±2,3## -- 53,4## 45,8 ±1,7## 
Umidade* 74,0 ±0,20 -- 76,5 -- -- 
Resíduo 
Mineral* 
1,26 ±0,24 3,7 ±0,2 2,03 3,61 2,80 ±0,12 
* Valores em g / 100 g em base seca; #Fibra bruta; ##Fibra alimentar; 
 
Como pode ser visto na Tabela 04, similarmente ao observado nas 
amostras de soja BRS 257, o okara oriundo desta apresentou elevado 
conteúdo de proteínas (32, 8 ± 0,63 g / 100 g) e fibras (23,4 ± 0,09 g / 100 g) e 
baixo conteúdo de lipídeos (1,98 ± 0,12 g / 100 g), possuindo, portanto, boa 
qualidade nutricional e potencial para uso como ingrediente em formulações de 
produtos alimentícios.  
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 Comparando os valores dos parâmetros físico-químicos de 
caracterização do okara obtido no presente trabalho com dados da literatura, 
verifica-se que este apresentou conteúdo de lipídios bastante inferior aos 
descritos por Mateos-Aparício et al. (2010b) (8,5 ± 0,3 g / 100 g), Redondo-
cuenca et al., (2011) (9,84 g / 100 g ) e Li et al, (2012) (9,79 ± 0,00 g / 100 g), 
por outro lado, valor similar foi apresentado por Perussello et al., (2012) (2,47 g 
/ 100 g).  
 Mateos-Aparício et al. (2010b), Li et al, (2012) e Redonco-Cuenca et al., 
(2012) utilizaram okara oriundo de resíduo de produção industrial e Perussello 
et al (2012) avaliaram okara obtido em escala de laboratório, assim como no 
presente trabalho,  dessa forma, pode-se atribuir  ao processo de obtenção 
industriais, resíduos com maiores composições lipídicas. Além disso, como a 
BRS 257 é uma cultivar voltada à alimentação, e não à extração de óleo, a 
mesma apresenta baixo teor de lipídios, a isto pode estar relacionado o fato de 
o okara avaliado no presente trabalho apresentar teor de lipídios inferior aos 
obtidos na literatura.   
 Da mesma forma o conteúdo de resíduo mineral (cinzas) determinado 
também foi inferior, no entanto, tais valores não apresentam grande 
discrepância, sendo a maior variação de 1,26 ± 0,24 g / 100 g no presente 
trabalho e 3,7 ± 0,2 g / 100 g descrito por Mateos-Aparício et al., (2010b). 
Já em relação aos teores de proteínas, foram observados valores 
similares aos relatados, onde, no presente trabalho foram encontrados 32,8 ± 
0,63 g / 100 g de proteínas. Perussello et al. (2012) encontrou 38,9 g / 100 g,  
Mateos-Aparício et al. (2010b)  teor de 33,4 ± 0,3 g / 100 g, Li et al. (2012) 28,7 
± 0,21 g / 100 g) e Redondo-Cuenca et al. (2012) obteve 28,5 g / 100 g. 
Analogamente ao sugerido anteriormente, a essas variações pode-se atribuir o 
uso de diferentes métodos de extração e diferentes cultivares. 
Além disso, elevado conteúdo de fibra bruta (23,4 ± 0,09 g / 100 g) 
também foi verificado. De fato, okara é uma importante fonte de fibras 
insolúveis e, em menores proporções, fibras solúveis, onde no conteúdo de 
fibras solúveis estão incluídos pectina, gomas e polissacarídeos, enquanto que 
nas insolúveis celulose, hemicelulose e lignina, sendo que ambos os grupos 
possuem ações biológicas importantes no  organismo no que se refere à 
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prevenção de doenças crônicas (KACZMARCZYK; MILLER; FREUND, 2012; 
MATEOS-APARÍCIO et al., 2010a).  
Outros trabalhos relatam conteúdos superiores de fibra como, 54,3 g / 
100 g verificado por Mateos-Aparício et al. (2010b); 53,4 g / 100 g descrito por 
Redondo-Cuenca et al. (2012) e 45,8 g / 100 g observado por Li et al. (2012). 
No entanto, tais autores analisaram fibra alimentar pelo método enzimático-
gravimétrico e no presente trabalho foi quantificada fibra bruta após digestão 
ácida e alcalina da amostra o que leva, portanto, a obtenção de menores 
valores. 
 A composição de minerais foi pequena para alguns dos minerais 
avaliados como ferro, cobre e manganês que apresentaram teores de 0,08 mg / 
100 g (ferro) e <0,01 mg / 100 g (cobre e manganês). No entanto, foram 
detectadas quantidades elevadas de outros minerais, como o potássio, sódio e 
zinco. 
A concentração encontrada para o potássio foi de 2,47 ± 0,04 mg / 100 
g, comparados à quantidades inferiores encontradas na literatura de  1,35 ± 
0,10 mg / 100 g por Mateos-Aparício et al. (2010b) e 0,98 ± 0,05 mg / 100 g por 
Fung, Lyuen e Lion (2010), já o valor encontrado para o sódio (0,50 ±0,01 mg / 
100 g) apresentou-se intermediário à dados apresentados pela literatura como 
0,03 ± 0,00 (MATEOS-APARÍCIO et al., 2010b)  e 1,91 ±0,07 (FUNG; LYUEN; 
LION, 2010). Na Tabela 5 estão dispostos os valores de composição mineral 
do okara fresco. 
 
 
Tabela 5 - Comparação dos resultados de composição mineral de okara fresco com 
valores apresentados pela literatura em base seca 
Minerais Resultados Obtidos Mateos-Aparício Fung, Lyuen, Lion 
Sódio# 0,50 ±0,01 0,03 ±0,00 1,91 ±0,07 
Potássio# 2,47 ±0,04 1,35 ±0,10 0,98 ±0,05 
Ferro# 0,08 ±0,00 0,62 ±0,10 0,58 ±0,02 
Manganês# <0,01 0,21 ±0,10 0,14 ±0,01 
Cobre# <0,01 0,10 ±0,00 0,05 ±0,00 
Zinco# 0,57 ±0,01 0,29 ±0,10 0,26 ±0,07 
# Valores em mg / g em base seca; 
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5.2 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICO-BROMATOLÓGICA DO OKARA 
FERMENTADO PRODUZIDO A PARTIR DE OKARA NÃO AUTOCLAVADO 
 
 
Na Tabela 6 estão dispostos os dados obtidos da caracterização do 
okara fermentado em três diferentes tempos de processos, 0, 24 e 72 horas de 
processo fermentativo. 
 
Tabela 6 - Caracterização químico-bromatológica de okara fresco e fermentado 
Parâmetros okara fresco 
okara fermentado 
24 h  
okara fermentado 
72 h 
Lipídeos* 1,98 ±0,12
c
 2,26 ±0,06
b
 2,55 ±0,09
a
 
Proteína Bruta* 30, 8 ±0,63
c
 35,5 ±1,2
b
 40,5 ±0,10
a
 
Resíduo Mineral*  1,26 ±0,24
a
 1,35 ±0,07
a
 1,47 ±0,20
a
 
Fibra Bruta* 23,4 ±0,09
a
 21,5 ±0,34
b
 14,0 ±0,20
c
 
Sódio# 0,50 ±0,01
b
 --  0,66 ±0,04
a
 
Potássio# 2,47 ±0,04
a
 -- 2,23 ±0,05
b
 
Ferro# 0,08 ±0,01
a
 -- 0,10 ±0,01
a
 
Manganês# <0,01 -- <0,01 
Cobre# <0,01 -- <0,01 
Zinco# 0,57 ±0,01
a
 -- 0,20 ±0,01
b
  
*Valores expressos em g / 100 g em base seca; #Valores expressos em mg / g em base 
seca; Letras iguais na mesma linha não diferem significativamente (p≤0,05); 
 
  
 Conforme pode ser verificado, a fermentação da biomassa okara 
contribuiu para redução no conteúdo de fibra bruta. Nas primeiras 24 horas de 
cultivo foi verificada redução em torno de 8,1% e após 72 horas de processo 
houve uma redução de 40,2%.  
Comportamento similar foi verificado por Rashad et al., (2011). Os 
autores verificaram que após 72 horas de fermentação de okara com 
Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-12632, houve redução de 7,7% no 
conteúdo de fibra bruta. Tais autores atribuíram esse fenômeno à secreção de 
enzimas celulolíticas e hemicelulolíticas pela levedura durante a fermentação, 
as quais contribuíram para degradação de fibras durante o processo. 
Segundo Martíns et al. (2009) os fungos que crescem sobre resíduos 
agro-industriais de alto conteúdo de fibras complexas como o okara, produzem 
algumas enzimas responsável pela hidrólise completa ou parcial da lignina, 
para utilizarem os polissacarídeos presentes na biomassa, para crescimento e 
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reprodução. De acordo com os autores o crescimento de tais organismos sobre 
a biomassa contribui para o aumento do valor nutricional dos substratos agro-
industriais. 
Concomitantemente com a redução do conteúdo de fibra bruta na 
biomassa foi verificado aumento do conteúdo de proteínas ao longo da 
fermentação (23,4 ± 0,09 g / 100 g em 0 horas e 14,0 ± 0,20 g / 100 g em 72 
horas) em função do crescimento celular. Tal comportamento reforça a 
indicação de que de fato hidrolases oriundas da levedura podem ter sido 
responsáveis pela hidrólise parcial das fibras hemicelulolíticas e celulolíticas da 
biomassa. 
Ainda em relação à composição proteica dos fermentados, nas primeiras 
24 horas de processo o aumento de composição proteica foi de 15,2%, já em 
72 horas de fermentação o conteúdo proteico aumentou em 31,5% em relação 
ao conteúdo original (não fermentado). O aumento no conteúdo de proteínas 
totais na biomassa é devido à inoculação de material proteico (células de 
levedura) e à multiplicação e crescimento celular das leveduras. A taxa de 
crescimento celular relativamente elevada verificada pelo aumento do conteúdo 
proteico indica que o okara é um substrato adequado para o crescimento de S. 
cerevisiae.    
As fibras são classificadas de acordo com a solubilidade em água, a 
fermentação microbiana no intestino grosso e viscosidade. No grupo das fibras 
solúveis estão incluídas a pectina, as gomas e alguns polissacarídeos, 
enquanto as insolúveis incluem polissacarídeos de cadeias complexas, como 
complexos lignocelulósicos, β-glucanas, galactomananos, ligninas, entre outros 
(LI et al., 2012; KACZMARCZYK, MILLER, FREUND, 2012).  
A definição das fibras solúveis inclui alguns oligossacarídeos que têm 
propriedades benéficas semelhantes (KACZMARCZYK, MILLER, FREUND, 
2012), dessa forma a hidrólise da fibra bruta é considerada favorável ao 
processo de incorporação de okara à alimentos, uma vez que diminui a 
composição de fibras celulósicas insolúveis e indigeríveis, promovendo a 
formação de oligossacarídeos e polissacarídeos solúveis, sem comprometer a 
ação reguladora e preventiva exercida pelas fibras no organismo. 
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Essa afirmação é ratificada por O’Toole (1999), que indica a redução do 
conteúdo de fibra bruta de okara como um resultado positivo, considerando que 
as fibras presentes no okara são de difícil digestão. 
O trabalho realizado por Mateos-Aparicio et al., (2010a) reporta a 
utilização e otimização de sistemas combinados de pressão e altas 
temperaturas para a melhoria da fração de fibra solúvel e consequente 
aumento da funcionalidade de vegetais e subprodutos da indústria de alimentos 
visando a elaboração de ingredientes alimentares com potenciais efeitos de 
promoção da saúde. 
Pequeno aumento, nos teores de lipídios e minerais também foi 
verificado após 24 e 72 horas de cultivo possivelmente em função do 
crescimento celular ao longo da fermentação e acúmulo de produtos do 
metabolismo microbiano.  
Similarmente, Rashad et al. (2011) relatou aumento de 27% no conteúdo 
de cinzas (resíduo mineral fixo) e acréscimo no conteúdo proteico de 51,1% em 
fermentação de okara com cepas de Saccharomyces cerevisiae NRRL Y-
12632. Na Tabela 7, estão descritos os resultados da caracterização físico-
química do okara fermentado produzido a partir de okara autoclavado.  
 
 
Tabela 7 - Caracterização físico-química do okara fermentado produzido a partir de okara 
autoclavado 
Parâmetros okara fresco 
okara fermentado 
24 h 
okara fermentado 
72 h 
Lipídeos* 1,47 ±0,23
b
 1,60 ±0,12
b
  2,39 ±0,14ª  
Proteína Bruta* 22,6 ±0,40
b
 23,4 ±0,40
b
 36,2 ±0,82ª  
Resíduo Mineral Fixo* 1,02 ±0,07
b
 1,11 ±0,05
b
 1,55 ±0,07
a
 
Fibra Bruta* 17,9 ±0,20
a
 14,3 ±0,19
b
 13,1 ±0,45
c
 
Sódio# 0,33 ±0,02
b
 -- 0,61 ±0,02ª  
Potássio# 2,14 ±0,01
b
 -- 2,93 ±0,03ª  
Ferro# 0,06 ±0,01
a
 -- 0,08 ±0,01ª 
Manganês# <0,01ª -- <0,01ª 
Cobre# <0,01ª -- <0,01a 
Zinco# 0,15 ±0,02ª  -- 0,11 ±0,02ª  
*Valores em g / 100 g em base seca; #Valores em mg / g em base seca; Letras iguais na 
mesma linha não diferem significativamente (p≤0,05); 
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Após comparação entre os dados das Tabelas 6 e 7, pôde ser 
observado, de maneira geral, comportamento semelhante em relação a 
variações na composição química-bromatológica entre as amostras de okara 
fermentado oriundo de biomassa não submetida ao processo de autoclavagem 
e de okara oriunda de biomassa autoclavada.  
O okara autoclavado apresentou um conteúdo proteico (22,6 g / 100 g) 
um pouco inferior ao verificado na amostra não autoclavada (30,8 g / 100 g) e 
não foi verificado aumento do conteúdo de proteínas nas primeiras 24 horas de 
fermentação, o qual permaneceu constante. Possivelmente, não houve 
crescimento celular nas primeiras 24 horas de cultivo. Porém, após 72 horas de 
fermentação foi verificado conteúdo de 36,2 ± 0,82 g / 100 g, ou seja, um 
aumento de 60,2% em relação ao conteúdo proteico da biomassa não 
fermentada. O tratamento térmico do okara pode ter contribuído para a 
degradação de açúcares presentes na biomassa com consequente formação 
de compostos tóxicos as células, como, por exemplo, hidroximetilfurfural 
oriundo da degradação de hexoses (glicose). Tais compostos podem ter 
contribuído para a inibição do crescimento celular nas primeiras 24 horas de 
fermentação, aumentando a fase de adaptação celular (fase lag).  
Similarmente ao processo de fermentação, o processo de autoclavagem 
também contribuiu para a redução do conteúdo de fibra bruta na biomassa 
okara (23,4 ± 0,09 g / 100 g) (Tabela 6) sendo verificado conteúdo de fibra 
bruta após autoclavagem (17,9 ± 0,20 g / 100 g) (Tabela 7) 23,5% inferior. Tal 
comportamento sugere que o tratamento térmico pode ter contribuído para a 
degradação de fibras celulósicas em polissacarídeos de cadeias menores e/ou 
oligossacarídeos. A hidrólise das fibras celulósicas presentes na biomassa 
okara é um fator benéfico para a sua digestibilidade, sem alterar bruscamente 
suas ações biológicas, favorecendo a sua respectiva aplicação em alimentos. 
No entanto, a redução do teor de fibra bruta nas amostras autoclavadas 
foi inferior ao longo da fermentação comparada à verificada com as amostras 
não autoclavadas. Possivelmente, algumas fibras, de cadeias suscetíveis à 
hidrólise, foram hidrolisadas no processo de autoclavagem, sendo, portanto, 
menor o teor de fibras suscetível a hidrólise por ação de hidrolases secretadas 
pelas células microbiana.  
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5.3 AVALIAÇÃO DO CONTEÚDO DE COMPOSTOS FENÓLICOS TOTAIS 
 
 
No Gráfico 1 está representado a curva padrão de ácido gálico usada na 
determinação de fenóis totais, onde a absorvância de ácido gálico varia em 
função da concentração utilizada na reação com o reagente fenol Folin-
Ciocalteou. A equação da reta y = 0,001x + 0,006, foi usada para determinar a 
concentração em mg de ácido gálico, em que “X” corresponde a concentração 
de ácido gálico e Y corresponde a absorbância da amostra.  Foi verificada um 
bom coeficiente de correlação (R2) entre os dados de concentração de ácido 
gálico e respectivas leituras de absorvância. 
 
 
Gráfico 1 - Curva de Calibração de ácido gálico (mg/L) 
 
 
As concentrações de compostos fenólicos expressas em mg equivalente 
em ácido gálico / 10 g amostra estão descritas na Tabela 8. Estão 
apresentadas as médias de triplicatas, desvio padrão, erro padrão e intervalo 
de confiança para 95% de confiabilidade. 
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Tabela 8 - Dados descritivos para os valores obtidos na análise compostos fenólicos 
totais  
Tempo (h) N 
Médias* mg EQ em ácido 
gálico/10 g 
Desvio Padrão Erro Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 3 74,0
f 
1,00 0,58 
24 3 81,0e 3,00 1,73 
48 3 110,0b 1,00 0,58 
72 3 123,0a 3,00 1,73 
okara autoclavado de referência 
0 3 74,0e,f 1,00 0,58 
24 3 79,0e 5,00 2,89 
48 3 101,5c 0,50 0,29 
72 3 108,0b,c 3,00 1,73 
okara fresco submetido à fermentação 
0 3 88,0e 1,00 0,58 
24 3 95,5d 0,50 0,29 
48 3 109,0b 2,00 1,15 
72 3 116,0a,b 2,00 1,15 
okara fresco de referência 
0 3 88,0e 1,00 0,58 
24 3 93,5e 1,50 0,87 
48 3 106,0b 8,00 4,62 
72 3 104,5 b 2,50 1,44 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
 
Os resultados revelaram que o teor de fenólicos totais, de maneira geral, 
aumentaram no decorrer do processo fermentativo, sendo que, as maiores 
concentrações de fenólicos foram verificadas nas amostras bruta e autoclavada 
fermentadas em 72 horas de processo (123,0 e 116,0 mg eq em ácido gálico / 
10 g amostra seca respectivamente). 
Moktan et al. (2008) em um bioprocesso de fermentação de okara com 
Bacillus subtillis identificou a evolução de 33 mg eq ácido gálico / 10 g em 
massa seca não fermentada para 79 mg eq ácido gálico / 10 g em massa seca 
fermentada, o que corresponde a um aumento de 140% superior nos teores de 
fenólicos totais na biomassa fermentada em relação a não fermentada. 
Os conteúdos de compostos fenólicos totais encontrados por Rashad et 
al. (2010) antes e após a fermentação de okara com Saccharomyces cerevisiae 
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NRRL Y-12632 variam de 74,0 mg ácido gálico / 10 g de okara seco a 100 mg 
ácido gálico / 10 g de okara seco. Tais valores são inferiores aos resultados 
encontrados no presente trabalho, em que, em condições semelhantes de 
processo, foi verificada variação de 88 mg ácido gálico / 10 g de okara seco 
para 116 mg ácido gálico / 10 g de okara seco. 
Dentre os resultados de compostos fenólicos totais, foram constatadas 
variações significantes entre as amostras analisadas. O aumento ocorreu nas 
amostras fermentadas conforme esperado como consequência do processo 
fermentativo, no entanto, também ocorreu, de forma menos intensa, nas 
amostras de referência. Os valores apresentados na Tabela 8 foram dispostos 
de forma gráfica (Gráfico 2) para melhor visualização dos resultados ao longo 
das 72 horas de processo. 
 
 
Gráfico 2 - Variação de compostos fenólicos nas amostras fermentadas e de 
referência no decorrer de 72h de fermentação. 
OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: okara 
autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
 
 
Através do Gráfico 2 pode ser visualizado que a fermentação contribuiu 
para o aumento do conteúdo de compostos fenólicos tanto nas amostras de 
biomassa previamente autoclavada e nas amostras não autoclavadas. Esse 
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fato pode ser explicado, principalmente, pela presença de fenólicos conjugados 
a glicosídeos bioconvertidos, como as isoflavonas bioconvertidas para as 
formas agliconas nas amostras fermentadas e consequentemente liberadas de 
suas conjugações moleculares e detectadas na análise com o reagente de 
Folin-Ciocalteou.  
Os resultados sugerem, ainda, que o processo de autoclavagem 
contribuiu para a degradação de compostos fenólicos presentes na biomassa. 
O tratamento térmico reduziu em torno de 17% o conteúdo de fenólicos totais, 
sendo verificado teores de 88 mg eq em ácido gálico / 10 g na amostra de 
okara não tratada termicamente e 74 mg eq em ácido gálico / 10 g na amostra 
tratada termicamente.   
 
  
Gráfico 3 - Variação significativa de mg/L de ácido gálico nas amostras de okara. 
OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: okara 
autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
 
 
Por outro lado, foi verificado aumento mais significativo no conteúdo de 
fenólicos ao longo da fermentação nas amostras previamente autoclavadas, ao 
tratamento térmico relacionam-se muitas mudanças nos compostos fenólicos, 
tais como uma estrutura química, solubilidade e interação com outros 
constituintes, tais características podem ter causado diferentes 
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comportamentos nas amostras brutas fermentadas e nas autoclavadas 
fermentadas.  
Segundo Rashad (2010) os fenólicos são normalmente encontrados em 
formas conjugadas através grupos hidróxidos ligados com glicosídeos e o 
aumento no teor de fenólicos totais no okara fermentado sugere que enzimas 
β-glucosidase produzida por fungos, catalisam a libertação das isoflavonas 
agliconas do substrato, além de contribuir com a elevação de conteúdo fenólico 
total. Saura-Calixto, Serrano e Goñi (2007) obtiveram resultados semelhantes 
na fermentação de pasta de soja e atribuíram a isso, a explicação de que os 
fenóis ligados a compostos de elevado peso molecular, tais como proteínas e 
carboidratos e fibras, podem ser libertados, levando a um aumento significativo 
nas respectivas concentrações.  
Segundo Martíns et al. (2009) os resíduos agrícolas são ricos em 
materiais lignocelulósicos compostos principalmente por celulose, hemicelulose 
e lignina. A fração de fibras nestes materiais contém numerosos componentes 
fenólicos, principalmente ácidos ferúlico, tais como, p-cumárico, siringico, 
vanílico e p-hidroxibenzóico, que podem ser recuperados por processos de 
fermentação semi-sólidos através da hidrólise dessas fibras complexas. 
De acordo com Rodriguez-Roque (2013) além da atividade enzimática, 
outros fatores também interferem no sistema de modo a promover a hidrólise 
de macromoléculas e consequente liberação dos fenólicos, dentre esses 
fatores destacam-se mudança de pH no decorrer da fermentação e variação de 
temperatura por acumulo de calor, comum a bioprocessos em meio sólido. 
Em estudos baseados em intervenções humanas com análises dos 
efeitos biológicos de biomoléculas Akillioglu e Karakaya (2010) mostraram que 
baixo percentual (entre 5% e 10%) de compostos fenólicos são disponíveis 
para absorção no intestino e que a hidrólise e liberação dos mesmos, assim 
como para as isoflavonas agliconas, são processos que aumentam a atividade 
metabólica dessas moléculas, esses dados podem contribuir para a discussão 
dos resultados obtidos acima, em que, além da bioconversão e liberação de 
isoflavonas, houve bioconversão de outros fenólicos presentes no okara. 
Como a bioconversão de fenólicos totais também se apresentou 
significativa nas curvas referentes às amostras sem inóculo, supõe-se que essa 
alteração tenha sido provocada pelas condições ambientais em que o processo 
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foi submetido, principalmente temperatura. Com isso, é importante ressaltar, 
que o conteúdo total e formas de isoflavonas e o teor de fenólicos dos produtos 
de soja dependem, principalmente, do processamento utilizado, conforme 
apresentado por Barbosa, 2006.     
 
 
5.4 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE – CAPTURA DO RADICAL ORGÂNICO 
DPPH 
 
 
No Gráfico 4 está demonstrado a curva de calibração de concentração 
de trolox, antioxidante similar a Vitamina E, muito utilizado como padrão de 
comparação nas determinações de capacidade antioxidante para o método de 
determinação de atividade antioxidante baseado no seqüestro do radical 
DPPH. Tal curva se apresenta como uma reta ascendente, uma vez que a 
mesma é obtida pela diferença de coloração, entre as absorbâncias tomadas 
imediatamente após a mistura e após 1 hora de reação da amostra com o 
radical DPPH e, no decorrer da reação o radical é consumido e a cor roxa 
escura, característica do mesmo, é reduzida, de forma que a diferença entre as 
absorbâncias são tanto maiores quanto à concentrações dos antioxidantes.  
 
Gráfico 4 - Curva padrão de Trolox empregada na determinação da atividade 
antioxidante pelo método DPPH. 
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Na Tabela 9 estão dispostos os resultados obtidos em mM equivalente 
em Trolox (mM TE) / g de amostra seca. As determinações foram realizadas 
em duplicata e os valores são apresentados para o intervalo de confiança de 
95%. Os resultados também foram dispostos de forma gráfica (Gráfico 5) para 
uma melhor visualização  dos dados. 
 
 
Tabela 9 - Dados descritivos para os valores obtidos na análise de atividade antioxidante 
por método DPPH  
Tempo (h) N 
Médias* mg EQ em ácido 
gálico/10 g 
Desvio Padrão Erro Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 2 12,89
b
 2,04 1,18 
24 2 17,40ª
,b
 2,68 1,55 
48 2 17,88ª
,b
 1,55 0,90 
72 2 21,56
a
 0,92 0,53 
okara autoclavado de referência 
0 2 12,89
b
 2,04 1,18 
24 2 12,96
b
 1,26 0,73 
48 2 13,65
b
 1,75 1,01 
72 2 13,81
b
 2,33 1,34 
okara fresco submetido à fermentação 
0 2 20,39
a
 1,90 1,10 
24 2 22,29
a
 5,09 2,94 
48 2 24,38
a
 3,38 1,95 
72 2 24,03
a
 2,80 1,62 
okara fresco de referência 
0 2 20,39
a
 1,90 1,10 
24 2 20,48
a
 1,86 1,07 
48 2 18,26ª
,b
 4,49 0,65 
72 2 20,48
a
 1,86 1,07 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
 
 
A partir dos dados da Tabela 9 e do Gráfico 5 verifica-se que a 
fermentação do okara com S. cerevisiae contribuiu efetivamente para o 
aumento na capacidade antioxidante total das amostras determinada em 
relação à atividade do Trolox. Foi observado aumento linear na capacidade 
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antioxidante tanto nas amostras de okara previamente autoclavadas como nas 
amostras não autoclavadas.  
O tratamento térmico, ou seja, a autoclavagem da biomassa contribuiu 
para redução da atividade antioxidante da biomassa, sendo verificados valores 
de 20,4 mM TE / g de okara na amostra não autoclavada e 12,9 mM TE / g na 
amostra autoclavada, antes do processo fermentativo. A autoclavagem da 
biomassa levou a uma redução de 36% na capacidade antioxidante. 
Possivelmente, tenha ocorrido degradação de compostos fenólicos presentes 
na biomassa em função do aquecimento a 121 ºC sob pressão de 1 atm e 
consequente redução da capacidade de captura do radical DPPH.  
 
 
Gráfico 5 - Variação da atividade antioxidante em mM equivalente de Trolox/g de 
okara no decorrer do processo fermentativo. 
OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: okara 
autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
 
 
Essa redução se apresentou de uma maneira coerente, uma vez que, a 
ação das altas temperaturas e maior pressão, degrada alguns compostos 
fenólicos termossensíveis, de forma que, os mesmos perdem sua atividade 
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biológica e, consequentemente, após esse processo há a redução da atividade 
sequestrante do radical livre DPPH. Por outro lado, o calor pode ter contribuído 
para certa hidrólise da biomassa permitindo melhor ação de bioconversão 
microbiana. 
As isoflavonas da soja, compostos de alta atividade antioxidante, 
presentes no okara, são termossensíveis e degradam em temperaturas 
inferiores a 100 ºC (SETCHELL et al., 2011), podendo causar interferência pela 
diferença de dados apresentadas nas amostras frescas e autoclavadas. 
A avaliação do comportamento das isoflavonas é essencial para o 
entendimento da atividade antioxidante das amostras fermentadas, uma vez 
que envolve no processo fermentativo, a bioconversão de isoflavonas 
glicosídicas para isoflavonas agliconas, sendo que estas possuem maior 
atividade antioxidante. 
Segundo Moktan et al., (2008) as isoflavonas correspondem a 72% dos 
compostos fenólicos presentes na soja, sendo dessa maneira, a mais 
importante classe de antioxidantes presentes na soja. Lee et al. (2005) reporta 
que as isoflavonas glicosidadas apresentam menor potencial antioxidante do 
que as suas respectivas formas agliconas, especialmente, as formas genisteína 
e daidzeína, as quais apresentam alta atividade. Dessa forma, o aumento na 
atividade antioxidante das amostras no decorrer do processo fermentativo pode 
ser explicado principalmente pela ação das enzimas β-glicosidases produzidas 
pelo metabolismo do micro-organismo utilizado.  
Embora o processo de autoclavagem tenha contribuído inicialmente para 
a redução da atividade antioxidante da biomassa antes da fermentação, a 
biomassa autoclavada teve uma evolução mais significativa em sua capacidade 
antioxidante ao longo da fermentação. Após 24 horas de fermentação foi 
verificado aumento de 9,3% na atividade antioxidante da amostra não 
autoclavada (OBF) e um aumento de 35% na amostra submetida a 
autoclavagem (OAF). Esse comportamento foi mais significativo após 72 horas 
de fermentação, sendo verificado na amostra não autoclavada (OBF) aumento 
de 17,9%, ao passo que na amostra autoclavada (OAF) esse aumento foi de 
67%.  
O tratamento térmico prévio a fermentação contribuiu para maior aumento 
da capacidade antioxidante da biomassa fermentada. Possivelmente, a 
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esterilização da biomassa permitiu maior desempenho fermentativo da 
levedura e consequente maior efetividade na bioconversão das isoflavonas da 
forma glicosídica para forma aglicona. De fato, conforme verificado nas Tabelas 
6 e 7 (item 5.13) em relação ao aumento do conteúdo proteico provavelmente 
devido ao crescimento celular, foi observado na amostra autoclavada após 72 
horas de cultivo (OAF) aumento de 60,2% no conteúdo de proteínas. Já na 
amostra não autoclavada (OBF) esse aumento foi de 31,5% em relação ao 
conteúdo de proteínas encontrado na biomassa não fermentada. 
O Gráfico 6 descreve o comportamento de variação das médias obtidas 
em relação à significação de cada valor apresentado, em que é possível 
visualizar a variação significativa ocorrida nas 72 horas de fermentação das 
amostras autoclavadas, a variação parcialmente significativa nas amostras 
frescas fermentadas e o perfil de variação significativamente nulo nas amostras 
de referência, sobretudo, nas autoclavadas. 
 
 
Gráfico 6 - Variação significativa de mM equivalente em Trolox nas amostras de 
okara. 
OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: okara autoclavado 
fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
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Similarmente, em relação ao conteúdo de fenólicos totais (item 5.3) a 
amostra autoclavada apresentou conteúdo de fenólicos totais (123 mg 
equivalente em ácido gálico / 10 g de okara seco) 6% superior ao da amostra 
não autoclavada (116 mg equivalente em ácido gálico / 10 g de okara seco). No 
entanto, em relação a atividade de β-glicosidade (item 5.6), na amostra 
autoclavada (OAF) foi verificada atividade de 32,9 U, enquanto na amostra não 
autoclavada (OBF) tal atividade enzimática foi superior (82,9 U) após 72 horas 
de cultivo. À medida que a fermentação foi realizada, enzimas β-glicosídicas 
foram produzidas promovendo a clivagem da ligação β-glicosídica e liberação 
das formas agliconas, com maior capacidade sequestrante do radical DPPH. 
 A efetividade do processo fermentativo no aumento da capacidade 
antioxidante da biomassa okara é confirmada, uma vez que não houve 
variações significativas na capacidade antioxidante das amostras de referência 
(OBR, OAR, não inoculadas) ao longo do período de incubação.  
Segundo Rashad (2011) muitas espécies fúngicas possuem antioxidantes 
intracelulares, constituídos por peptídeos do organismo celular e possuem a 
capacidade de doar hidrogênio para radicais também contribuindo com a 
capacidade antioxidante das amostras. Considerando-se que durante a 
fermentação os micro-organismos crescem e se reproduzem, as atividades 
antioxidantes relacionadas a seus peptídeos e organelas intracelulares também 
devem apresentar determinadas elevações. Os valores de elevação de 
atividade sequestrante encontrado pelo referido autor variaram em 48% 
(amostra controle com 2 mg / mg de α- tocoferol) e 63% de atividade de 
redução para a amostra submetida a fermentação com  Saccharomyces 
cerevisiae NRRL Y-12632. 
A atividade antioxidante de uma amostra é resultado das atividades 
antiradicalares de uma série de compostos que possuem tal propriedade 
agindo sobre determinado radical. Esses compostos podem apresentar 
estruturas diferentes, geralmente com estruturas fenólicas em sua composição 
e apenas possuírem mecanismos de ação semelhantes. Neste sentido, o 
Gráfico 7, apresenta uma correlação de dados entre os resultados obtidos para 
compostos fenólicos totais e atividade antioxidante pelo método de sequestro 
do radical DPPH.   
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A correlação entre conteúdo de compostos fenólicos e atividade 
antioxidante foi positiva, tal fato era esperado, uma vez que os compostos 
fenólicos apresentam em sua estrutura fenol ligado a uma hidroxila. Tal 
estrutura permite estes compostos estabilizarem radicais livres, tornando essas 
substâncias com característica de antioxidantes.  
 
 
Gráfico 7 - Correlação entre atividade antioxidante e compostos fenólicos totais. 
 
 
5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE – MÉTODO ABTS 
 
 
A curva de calibração de concentração de trolox empregada no método 
de remoção do radical ABTS apresentou ótima reprodutibilidade nas diversas 
concentrações utilizadas. A equação obtida apresentou coeficiente de 
correlação (R2) de 0,999 e corresponde a uma reta descendente, de forma que, 
o aumento da concentração de antioxidantes gera um consumo maior do 
radical ABTS e, consequentemente, as leituras das absorbâncias reduzem com 
o aumento da concentração de trolox.  
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Gráfico 8 - Curva padrão de Trolox empregada na determinação da atividade 
antioxidante pelo método ABTS 
 
 
Para a metodologia utilizada com o radical ABTS, o perfil de 
comportamento geral das amostras fermentadas em relação aos seus padrões 
foi semelhante ao método do radical DPPH, com perfil linear de evolução de 
atividade sequestrante de radicais. Na Tabela 10 encontram-se os dados 
descritivos dos valores obtidos e no Gráfico 9, estão disponíveis os mesmos 
dados de forma gráfica, para melhor compreensão. 
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Tabela 10 - Dados descritivos para os valores obtidos na análise de atividade 
antioxidante por método ABTS 
Tempo (h) N 
ABTS (mg eq Trolox/10 
g) 
Desvio Padrão Erro Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 2 8,67
d
 0,45 0,31 
24 2 12,21
c,d
 0,50 0,35 
48 2 12,65
c,d
 1,93 1,37 
72 2 14,45
c
 1,04 0,74 
okara autoclavado de referência 
0 2 8,67
d
 0,45 0,31 
24 2 10,71
c,d
 0,51 0,36 
48 2 13,21
c
 0,48 0,34 
72 2 13,00
c
 0,21 0,15 
okara fresco submetido à fermentação 
0 2 9,74
d
 0,33 0,23 
24 2 13,35
c
 1,74 1,23 
48 2 17,09
b
 1,77 1,26 
72 2 20,65
a
 2,03 1,44 
okara fresco de referência 
0 2 9,74
d
 0,33 0,23 
24 2 11,20
d
 1,12 0,79 
48 2 11,50
d 
1,91 1,35 
72 2 12,46
d
 0,54 0,38 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
 
 
Analogamente ao verificado com o método de captura do radical ABTS, 
houve redução da atividade antioxidante na amostra submetida a 
autoclavagem. Na amostra não autoclavada foi verificada inicialmente atividade 
antioxidante de 9,74 mg equivalente em Trolox / 10 g e na amostra autoclavada 
atividade de 8,67 mg equivalente em Trolox / 10 g ou seja atividade 11% 
inferior. Tal comportamento corrobora com o verificado com o método de 
captura do radical ABTS e sugere que realmente o tratamento térmico 
possivelmente colaborou para a degradação de algumas moléculas com 
atividade antioxidante.  No entanto, cabe ressaltar que comparando os valores 
globais de atividade antioxidante pelos dois métodos, verifica-se valores 
inferiores de atividade antioxidante determinada pelo método de captura do 
radical ABTS em relação ao método do DPPH ao longo da fermentação. Essa 
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característica permite considerar que o referido radical ABTS apresenta-se 
sensível a alguns antioxidantes que não são detectados, seqüestrados, na 
metodologia que possui o DPPH como radical, ou seja, alguns antioxidantes 
que sequestram rapidamente os radicais ABTS não sequestram radicais 
DPPH.  
Concomitantemente, isso também pode ser um dos fatores responsáveis 
pela variação de atividade nas curvas das amostras de referências (não 
inoculadas), não detectadas pelo primeiro método.  
 
 
Gráfico 9 - Atividade Antioxidante das amostras de okara em equivalente de 
trolox.  
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: 
okara autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
 
 
De acordo com o observado, ambos os métodos utilizados apresentaram 
resultados satisfatórios e coerentes para a avaliação do comportamento de 
evolução de atividades sequestrantes de radicais livres nas amostras 
fermentadas e suas respectivas amostras controles e permite concluir com 
segurança que de fato o processo fermentativo contribuiu para o aumento da 
capacidade antioxidante da biomassa okara. 
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Segundo Barbosa (2006) a capacidade antioxidante em produtos de soja 
varia significativamente, o que está associado não apenas aos teores de 
compostos fenólicos totais, mas também à estrutura das agliconas e aos 
diferentes tipos de conjugação presentes. 
No gráfico 10, estão dispostos os valores anteriormente apresentados 
com a significação estatística dos valores representada. A partir desse gráfico é 
possível verificar a significativa variação nas amostras fermentadas, 
principalmente nas autoclavadas. No entanto, nas amostras autoclavadas de 
referência também é apresentado uma variação significativa entre 0 e 48 horas 
de processo. 
 
 
Gráfico 10 - Variação significativa de µM equivalente em Trolox nas amostras de 
okara.  
OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: okara 
autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
 
 
O gráfico 11 demonstra a correlação de valores de atividade antioxidante 
obtidas pelos métodos de captura do radical DPPH e ABTS e indica boa 
correlação entre o perfil de atividade antioxidante ao longo da fermentação, 
embora haja diferenças entre os valores absolutos de atividade antioxidante 
entre os dois métodos.  
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Gráfico 11 - Gráfico de correlação de valores de atividade antioxidante obtidos por 
diferentes métodos. 
 
 
De maneira similar ao verificado no método de sequestro do DPPH, 
houve boa correlação entre os valores obtidos para fenólicos totais e atividade 
antioxidante pelo método do seqüestro do radical ABTS conforme exposto no 
Gráfico 12. O mesmo comportamento foi verificado, ou seja, uma correlação 
positiva, em que, conforme ocorreu aumento dos teores de compostos 
fenólicos totais, também foram observados aumento nos teores de atividade 
sequestrante de radical ABTS. 
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Gráfico 12 - Gráfico de correlação dos valores obtidos para compostos fenólicos 
totais e atividade antioxidante pelo sequestro do radical ABTS. 
 
 
5.6 ATIVIDADE ENZIMÁTICA 
 
 
A curva de p-nitrofenol (Gráfico 13) apresentou-se com boa 
reprodutibilidade de dados. A equação fornecida pela reta plotada fornece uma 
relação entre as leituras de absorbância e as respectivas concentrações de p-
nitrofenol utilizada em cada ponto. Com o método foi possível conhecer a 
quantidade de p-nitrofenol liberado pelas enzimas do meio reacional a partir da 
quebra do p-nitrofenol-β-glucopiranosídeo e, consequentemente determinar a 
atividade enzimática de β-glicosidase. 
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Gráfico 13 - Curva de calibração de p-nitrofenol para determinação de atividade 
enzimática de β-glicosidase. 
 
 
Os resultados apresentados para os valores obtidos estão dispostos na 
Tabela 11 e referem-se às atividades de β-glicosidase verificadas nas amostras 
no decorrer das 72 horas de processo. Inicialmente (0 h) não foi verificada 
atividade de β-glicosidase em nenhuma das amostras (inoculadas ou de 
referência), sendo verificada atividade de tal enzima somente ao longo da 
fermentação, o que indica que a levedura estudada foi responsável pela 
síntese da enzima.  
Tais dados estão disponíveis de forma gráfica no Gráfico 14 para melhor 
visualização do comportamento dos valores obtidos para atividade enzimática 
durante as 72 horas de processo fermentativo. 
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Tabela 11 - Dados descritivos dos valores obtidos nas análises de atividade enzimática 
Tempo (h) N 
Média* U (mg de p-
nitrofenol / 10 g) 
Desvio Padrão Erro Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 2 1,03
f
 0,10 0,07 
24 2 14,98
e
 0,06 0,04 
48 2 10,46
e
 0,47 0,33 
72 2 32,80
d
 0,36 0,26 
okara autoclavado de referência 
0 2 1,03
f
 0,10 0,07 
24 2 2,31
f
 0,57 0,40 
48 2 11,00
e
 1,25 0,88 
72 2 30,47
d
 0,50 0,35 
okara fresco submetido à fermentação 
0 2 0,67
f
 0,44 0,31 
24 2 36,89
c
 4,93 3,49 
48 2 69,45
b
 0,68 0,48 
72 2 82,97
a
 3,30 2,34 
okara fresco de referência 
0 2 0,67
f
 0,44 0,31 
24 2 24,33
e
 4,30 3,04 
48 2 23,71
e
 0,14 0,10 
72 2 27,27
e
 4,30 4,30 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
 
 
Por outro lado, avaliando-se o perfil de atividade de β-glicosidase nas 
amostras de referência, ou seja nas amostras que não foram inoculadas com a 
levedura (OBR e OAR), verifica-se que houve atividade enzimática ao longo da 
fermentação, ainda que bem inferior as atividades verificadas nas amostras 
inoculadas. Esse comportamento sugere que pode ter ocorrido proliferação 
microbiana ao longo da fermentação possivelmente por possível contaminação 
da biomassa, uma vez que o processo foi conduzido em frascos Erlenmeyers 
com tampa coberta com filme plástico perfurado.     
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Gráfico 14 - Evolução da atividade enzimática das amostras fermentadas e de 
referência no decorrer das 72h de fermentação. 
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; OAF: okara 
autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado referência; 
 
 
Comparando a curva de atividade de β-glicosidase da amostra 
autoclavada fermentada (OAF) com a curva obtida da amostra não autoclavada 
fermentada (OBF), é verificado que a amostra sem autoclavagem se destacou 
quanto à produção da enzima, no decorrer de todo o cultivo. Possivelmente o 
tratamento térmico pode ter levado a degradação de componentes da 
biomassa como, por exemplo, açúcares e material proteico gerando compostos 
tóxicos a célula que podem ter reduzido sua capacidade de produção de β-
glicosidase.  Foi verificado ao final de 72 horas de cultivo atividade de 32,8 U 
na amostra previamente autoclavada (OAF) e 82,9 U na amostra não 
autoclavada (OBF).  
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5.7 COMPOSIÇÃO DE ISOFLAVONAS NA BIOMASSA OKARA NÃO 
AUTOCLAVADA FERMENTADA E DE REFERÊNCIA 
 
 
5.7.1 Fermentados não autoclavados (OBF)  
 
 
Na Tabela 12 estão demonstrados os dados estatísticos descritivos 
referentes a determinação das isoflavonas daidzina e sua correspondente 
forma aglicona daidzeína. Na sequência, o Gráfico 15 representa a variação 
das mesmas isoflavonas daidzina e daidzeína nas amostras sem autoclavagem 
fermentada (OBF) e suas respectivas amostras de referência (OBR). 
 
 
Tabela 12 - Dados descritivos das isoflavonas Daidzina e Daidzeína 
Daidzina Daidzeína 
Tempo (h) N Média 
Desvio 
Padrão 
Erro 
Padrão 
Média 
Desvio 
Padrão 
Erro 
Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 3 1,51h 0 0 12,11ª 0 0 
48 3 1,58f 0 0 9,52c 0 0 
72 3 2,11e 0 0 6,35e 2,11 1,22 
okara autoclavado de referência 
0 3 1,51h 0 0 12,11ª 0 0 
72 3 2,82c 0 0 8,14d 0 0 
okara fresco submetido à fermentação 
0 3 9,79a 0 0 1,63h 0 0 
48 3 1,59g 0 0 4,79f 0 0 
72 3 2,17d 0 0 10,84b 0 0 
okara fresco de referência 
0 3 9,79a 0 0 1,63h 0 0 
72 3 7,73b 0,68 0,39 2,14g 0 0 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
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Gráfico 15 - Variação da concentração de daidzina e sua respectiva isoflavona 
aglicona daidzeína no decorrer de 72h de processo fermentativo. 
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência;  
 
 
No início do processo a quantidade de daidzina (forma glicosídica) 
determinada no okara foi de 9,79 mg / 10 g de okara seco, ou seja 83% 
superior à sua respectiva forma aglicona daidzeína (1,63 mg / 10 g de okara 
seco). Após 72 horas de cultivo foi verificada quantidade de 2,17 mg de 
daidzina / 10 g de okara seco de e 10,84 mg / 10 g de okara seco de daidzeína, 
ou seja, 8,16 mg de daidzina / 10 g de okara seco degradaram durante o 
processo e 8,67 mg de daidzeína / 10 g de okara seco foram formadas.   
Tais resultados indicam que a bioconversão ocorreu de forma efetiva e 
significante, de forma que 83% das moléculas de daidzinas presentes no okara 
bruto foram bioconvertidas durante o processo fermentativo, representando 
79% das daidzeínas presentes nas amostras de okara fermentado ao final das 
setenta e duas horas de fermentação. 
A concentração de daidzeína formada, um pouco superior ao teor 
degradado (0,51 mg / 10 g de okara seco) pode ser atribuída à degradações 
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oriundas das formas malonil e acetil, que não foram quantificadas no presente 
trabalho. 
Estas são formas comumente detectadas nos grãos de soja em maiores 
concentrações, no entanto, nos derivados de soja em baixas concentrações, 
pois se tratam de conjugados menos estáveis, que sofrem degradações 
quando submetidas à diversos tipos de estresse (SETCHELL et al., 2011). 
A conversão das formas acetil e malonil nas formas β-glicosídicas 
ocorre, dentre vários motivos, por ação de temperaturas levemente superiores 
à temperatura ambiental, a esse fato, devido ao processo de produção de 
okara ter etapas de cozimento, considera-se a inexistência dessas formas. No 
entanto, não podem ser descartadas as hipóteses da conversão dessas 
conjugações formando as β-glicosídicas como intermediário, ou até mesmo, 
sendo diretamente bioconvertidas pela clivagem da ligação β-glicosídica (ver 
Figura 4). 
Além disso, deve-se ressaltar que a degradação das daidzinas foi muito 
intensa nas primeiras 48 horas de fermentação, se mantendo, quase de forma 
constante, entre 48 horas e 72 horas de processo, já as daidzeínas foram 
formadas, quase em sua totalidade, nas últimas 24 horas de processo. Uma 
explicação plausível para esses dados seria a formação de complexos 
intermediários formados a partir da clivagem da ligação β-glicosídica.  
Por outro lado, o comportamento apresentado nas últimas 24 horas de 
fermentação pode confirmar a hipótese da presença de estruturas moleculares 
com conjugação dos tipos acetil e malonil, uma vez que, no decorrer de um 
processo, o meio de cultura pode acumular calor, se a liberação do mesmo não 
for favorecida, em processos de fermentação sólida, a eliminação homogênea 
do calor de fermentação do meio é dificultada pela falta de processos de 
agitação adequados. 
Isso pode ter acarretado em um acumulo de calor, favorecendo elevação 
da temperatura nas últimas horas de fermentação, degradando estas formas 
conjugadas, formando daidzinas (formas β-glicosídicas), que se apresenta, 
com certa elevação, próximo de um comportamento constante, nas últimas 24 
horas e, do mesmo modo, explicaria o aumento da intensidade da formação de 
daidzeínas nas últimas horas de processo. 
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Outro aspecto referente ao Gráfico 15 (Tabela 12) a ser discutido, é o 
comportamento das isoflavonas das amostras de referência, em que, mesmo 
sem o emprego do inóculo, as daidzinas sofreram degradação de 21% (9,79 – 
7,73 mg / 10 g okara seco) e as daidzeínas foram superior em 
aproximadamente 31% (1,63 mg / 10 g e 2,14 mg / 10 g) após o processo. 
Além disso, deve-se levar em consideração, que todo o procedimento 
realizado, até que alcance a etapa de análise por CLAE, envolve varias etapas 
suscetíveis a erros experimentais, reduzindo ou superestimando os valores 
obtidos, no entanto, o aspecto geral apresentado pelo gráfico apresenta grande 
eficiência do micro-organismo utilizado para a bioconversão da isoflavonas β-
glicosídica em questão, a daidzina, na sua correspondente aglicona, a 
daidzeína. 
 
 
Tabela 13 - Dados descritivos das isoflavonas Glicitina e Gliciteína 
Glicitina Gliciteína 
Tempo (h) N Média 
Desvio 
Padrão 
Erro 
Padrão 
Média 
Desvio 
Padrão 
Erro 
Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 3 0d 0 0 4,54ª 0 0 
48 3 0d 0 0 3,13b 0 0 
72 3 0d 0 0 2,11e 0 0 
okara autoclavado de referência 
0 3 0d 0 0 4,54ª 0 0 
72 3 1,41c 0 0 2,82c 0 0 
okara fresco submetido à fermentação 
0 3 3,26a 0 0 0h 0 0 
48 3 0d 0 0 1,59f 0 0 
72 3 0d 0 0 2,16d 0 0 
okara fresco de referência 
0 3 3,26a 0 0 0h
 
0 0 
72 3 2,98b 0 0 0,78g 0 0 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
 
 
O gráfico 16 refere-se à caracterização do comportamento das 
isoflavonas glicitina e sua respectiva forma aglicona gliciteína. 
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Gráfico 16 - Variação da concentração da isoflavona glicitina e sua respectiva 
aglicona gliciteína no decorrer de 72h de processo fermentativo. 
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência;  
 
 
Pode ser verificado que o perfil geral de bioconversão, e das curvas que 
caracterizam as amostras de referência, é muito semelhante ao Gráfico 15 que 
representa as isoflavonas daidzina e daidzeína e também ao gráfico 17, que 
refere-se à genistina e genisteína. Dessa forma pode-se dizer que, apesar de 
cada isoflavona apresentar diferentes concentrações, diferentes estabilidades, 
diferentes temperaturas de degradação, o comportamento das mesmas quando 
submetidas à um processo biotecnológico de fermentação é análogo, de forma 
que, os micro-organismos e os produtos oriundos dos seus metabolismos 
agem nos mesmos sítios ativos dessas moléculas, ainda que, estas 
apresentem estruturas moleculares diferentes uma das outras. 
O teor de glicitina previamente ao processo fermentativo foi de 3,26 mg / 
10 g de okara seco, ao final de 48 horas de fermentação, toda a glicitina 
presente no meio apresentou-se degradada, e nas últimas 24 horas de 
processo o teor manteve-se nulo, não sendo detectada nenhuma concentração 
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da referida isoflavona. No entanto, a formação de gliciteína correspondeu a 
66% do teor degradado de glicitina, ou seja, 2,16 mg / 10 g de okara seco.  
A curva de daidzina relativa à amostra de referência apresentou declínio 
de aproximadamente 17% (de 3,26 mg / 10 g a 2,98 mg / 10 g de okara) e 23% 
de daidzeína produzida em relação à concentração inicial de daidzina no 
processo.  
No gráfico 16 a curva apresentada para a formação de gliciteína 
apresenta-se constante, e não há detecção de nenhuma concentração de 
glicitina nas ultimas horas de processo. A glicitina, dentre as três isoflavonas 
apresentadas, é a estrutura de menor concentração na soja, e 
consequentemente no okara, comparando em valores a concentração das 
isoflavonas β-glicosídicas no okara bruto, prévio a fermentação, a glicitina 
apresentou 3,26 mg / 10 g de okara seco; a daidzina 9,79 mg / 10 g de okara 
seco e genistina com 22,84 mg / 10 g de okara seco.  
A determinação de baixa concentração das isoflavonas glicosídicas 
glicitina implica na suposição de que as concentrações das formas malonil e 
acetil também são pequenas, o que sugere que estas formas não devem 
exercer influência na bioconversão da referida isoflavona. Além do que, os 
teores reduzidos podem corroborar com o aumento percentual de erros 
experimentais obtidos. 
Na Tabela 14 e no gráfico 17 estão os dados descritivos referentes às 
isoflavonas genistina e sua respectiva aglicona genisteína. A genisteína é a 
principal isoflavona presente na soja, podendo em alguns casos representar 
mais de 50% da composição de isoflavonas. 
A bioconversão de genistina em genisteína se apresentou de forma 
efetiva, visto que, a concentração de genisteína no tempo inicial de zero hora 
de processo era de 2,17 mg / 10 g de okara seco e ao fim de 72 horas 
decorridas, essa concentração passou a ser de 18,1 mg / 10 g de okara seco, 
correspondendo a um acréscimo de 16,4 mg / 10 g de okara seco de 
isoflavonas agliconas 
No entanto, a degradação de genistinas, ocorreu nas primeiras 48 horas, 
sendo que, nas últimas 24 horas a curva do gráfico, referente à genistina, 
apresentou perfil ascendente, caracterizando um aumento na concentração da 
mesma. 
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Nas 48 horas em que houve degradação, a concentração da referida 
isoflavona variou de 22,8 mg / 10 g de okara seco para 4,80 mg / 10 g de okara 
seco, ou seja, 18,0 mg / 10 g de okara seco foram degradados, esse valor é 
relativamente próximo ao valor da composição da isoflavona aglicona 
correspondente formada. 
 
 
Tabela 14 - Dados descritivos das isoflavonas Genistina e Genisteína 
Genistina Genisteína 
Tempo 
(h) 
N Média 
Desvio 
Padrão 
Erro 
Padrão 
Média 
Desvio 
Padrão 
Erro 
Padrão 
okara fresco autoclavado submetido à fermentação 
0 3 1,51h 0 0 21,2ª 0 0 
48 3 6,34e 0 0 15,9c 0 0 
72 3 4,23g 0 0 12,7d 0 0 
okara autoclavado de referência 
0 3 1,51h 0 0 21,2ª 0 0 
72 3 9,89c 0 0 15,9c 0 0 
okara fresco submetido à fermentação 
0 3 22,8a 0 0 2,17g 0,94 0,54 
48 3 4,79f 0 0 9,59e 0 0 
72 3 8,67d 0 0 18,1b 1,25 0,72 
okara fresco de referência 
0 3 22,8a 0 0 1,63g 0 0 
72 3 19,1b 0 0 3,71f 0 0 
*Letras iguais na mesma coluna não diferem significativamente (p≤0,05) 
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Gráfico 17 - Variação da concentração de genistina e da sua respectiva 
aglicona genisteína no decorrer de 72 horas de processo fermentativo.  
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência;  
 
 
Contudo, o perfil das curvas entre 48 e 72 horas de processo, indica 
que, para estas condições de estudo e para esta isoflavona, certamente houve 
influência de outras conjugações moleculares, malonil e acetil, devido ao 
aumento da intensidade de produção de genisteínas por bioconversão e à 
inflexão obtida para as genistinas, que caracteriza uma variação brusca no 
comportamento das mesmas. 
O gráfico 18 representa todas as variações anteriormente discutidas, em 
termos da composição total de isoflavonas da amostra bruta fermentada, 
(OBF), em cada tempo de análise. No gráfico 18, as partes das isoflavonas 
correspondentes estão preenchidas com suas cores correspondentes e, é 
possível a visualização clara do aumento percentual de todas as isoflavonas 
nas formas agliconas. 
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Gráfico 18 - Perfil de evolução percentual de isoflavonas agliconas e diminuição percentual das 
respectivas isoflavonas conjugadas no decorrer das 72 horas de processo fermentativo das 
amostras sem autoclavagem. 
 
A daidzina apresentou teor inicial de 25% enquanto que a daidzeína, 
apresentou-se com apenas 4% do total da composição de isoflavonas, ao fim 
das 72 horas de fermentação, essa condição foi invertida, e o teor de daidzeína 
foi de 25% com 5% apenas de daidzina. 
Para a glicitina e gliciteína, os 9% de glicitina presente inicialmente no 
okara foram rapidamente degradados, correspondendo a 5% de gliciteínas 
formadas ao fim de setenta e duas horas de fermentação. 
A genistina e a genisteína, corresponderam juntas, em todas as etapas, 
mais de 50% da composição de isoflavonas. Ao início do processo, as 
genistinas representaram 58% e as genisteínas 4%, ao final de 72 horas de 
fermentação, as genistinas obtiveram redução para 20% e as genisteínas 
aumentaram para 45%, o que pode corresponder a uma bioconversão 
incompleta a ser otimizada e/ou à formação de daidzinas pela degradação de 
conjugações moleculares maiores, como as formas malonil e acetil, conforme 
discutido anteriormente. 
Na Tabela a seguir é feita uma comparação entre os resultados 
encontrados de composição de isoflavonas para amostra bruta de okara obtida 
da variedade BRS 257, sem autoclavagem e sem fermentação, e os resultados 
apresentados por Genovese et al. (2011). 
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Tabela 15 - Comparação de composição de isoflavonas em okara 
Parâmetros (mg/g) Genovese (2011) 
Valores 
Encontrados 
Isoflavonas totais 52,8 ± 1,3 39,6 ± 0,3 
Glicosídicas 38,4 ± 0,4 90,0 ± 0,3 
Agliconas 18,0 ± 0,4 10,0 ± 0,3 
Malonil 37,0 ± 0,5 -- 
Acetil 6,6 ± 0,3 -- 
Genisteína 58,8 ± 0,5 4,17 ± 0,0 
Daidzeína 30,5 ± 0,5 4,17 ± 0,0 
Gliciteína 10,7 ± 0,4 0 ± 0,0 
 
 
Genovese et al. (2011) faz uma comparação do teor de isoflavonas em 
diversos produtos derivados de soja, destacando, principalmente, a variação de 
isoflavonas nas etapas de processamento. A diversificação dos valores 
encontrados e presentes na literatura podem ser devido a uma série de fatores, 
como variedade de grão utilizada, clima e condições de cultivo, condições de 
armazenagem e, sobretudo, de processamento e forma de obtenção do okara. 
 
  
5.7.2 Amostras com autoclavagem  
 
 
As amostras autoclavadas não apresentaram o mesmo perfil de 
degradação verificado nas amostras não autoclavadas discutidas 
anteriormente, de forma contrária, se apresentaram com comportamento muito 
similar às amostras de referências. O Gráfico 19 faz referência ao 
comportamento das isoflavonas daidzinas e daidzeínas nas amostras 
autoclavadas durante o processo fermentativo, e apresenta tal comportamento, 
os dados descritivos referentes a esta etapa encontram-se na Tabela 12. 
No Gráfico 19, as linhas referentes às amostras fermentadas se 
comportam similares às linhas das amostras de referência, em que, ambas 
apresentam maior índices de isoflavonas agliconas no tempo 0 horas de 
fermentação. 
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Gráfico 19 - Variação da concentração de daidzina e da sua respectiva aglicona 
daidzeína no decorrer de 72h de processo fermentativo. 
Legenda: OAF: okara autoclavado fermentado; OAR: okara autoclavado 
referência; 
 
 
Avaliando apenas o tempo inicial (0 horas), comparando com a variação 
de daidzinas e daidzeínas para amostras não-autoclavadas, para a linha 
vermelha que representa a variação das daidzeínas, isoflavona aglicona, é 
possível notar que nas amostras sem autoclavagem a concentração inicial da 
isoflavona aglicona é baixa e à medida que a fermentação ocorre essa 
concentração vai aumentando, devido à bioconversão.  
Para as amostras autoclavadas, a concentração inicial da forma aglicona 
se encontra próxima a concentração máxima obtida, em relação ao teor de 
agliconas nas amostras brutas fermentadas. Essas características indicam que 
o processo de autoclavagem é responsável pela bioconversão das isoflavonas 
β-glicosídicas em isoflavonas agliconas.  
No Gráfico 20 estão representadas as concentrações de todas as 
isoflavonas β – glicosídicas e suas respectivas agliconas apenas no tempo 
zero, prévio a fermentação, nas amostras sem e com autoclavagem. O 
processo de autoclavagem foi feito a partir do mesmo lote das amostras brutas, 
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então deve-se considerar as amostras brutas fermentadas (OBF) como as 
amostras prévias ao processo de autoclavagem e as amostras autoclavadas 
fermentadas (OAF), as mesmas amostras, no entanto, submetidas ao processo 
de autoclavagem. 
 
 
Gráfico 20 – Comparação entre isoflavonas de amostras brutas e 
autoclavadas no tempo prévio à fermentação. 
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OAF: okara  autoclavado fermentado;  
 
 
A partir desses dados apresentados, é possível visualizar que o 
tratamento de autoclavagem realizou a ação de conversão térmica para as três 
isoflavonas β-glicosídicas estudadas de forma eficiente, degradando 92% das 
genistinas, e apresentando rendimento próximo a 100% para daidzinas e 
glicitinas.  
O tratamento térmico, como já elucidado em referências, é eficiente na 
conversão de formas malonil e acetil, devido a essas características, algumas 
isoflavonas podem ter apresentado rendimentos superiores a 100%, no 
entanto, contrastando com discutido para as amostras brutas fermentadas, a 
isoflavona genistina não apresentou rendimento superior a 100%, não sendo a 
conversão dessas formas tão nítidas, quanto foi detectada no decorrer do 
processo fermentativo. 
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Aguiar et al. (2012) demonstraram que o tratamento térmico de farinha de 
soja aumenta a quantidade de isoflavonas glicosídicas devido a 
descarboxilação das formas conjugadas malonil correspondentes, após o 
tratamento térmico a 121 ⁰ C durante 30 minutos, todas as malonilisoflavonas 
foram convertidas em isoflavonas glicosídicas, confirmando a ausência de 
formas conjugas acetil e malonil após o processo de autoclavagem. 
Os mesmos autores detectaram a conversão total de formas 
malonilglicosídicas nas temperaturas de 100 ⁰ C e 121 ⁰ C analisadas. 
Simonne et al. (2000) atribui essa conversão a várias etapas de processamento 
como em ebulição, branqueamento, congelamento e liofilização, que 
apresentaram redução de 40-60%. Setchell (1998) considera essas formas de 
grande ocorrência natural, no entanto, formas instáveis de fácil degradação. 
Alguns fatores indicados por Simonne et al. (2000) que interferem na 
composição de isoflavonas devido à degradação das mesmas durante o 
processamento foram utilizados na obtenção do okara, bem como etapas de 
extração de isoflavonas, o que pode contribuir com as discussões realizadas 
considerando baixo teor de isoflavonas malonilglicosídicas nas amostras 
avaliadas. 
O Gráfico 21 representa a variação de genistina e genisteína no decorrer 
da fermentação, e analogamente aos efeitos do processo para as amostras 
brutas, todas as isoflavonas se comportaram de maneira similar no decorrer da 
fermentação para as amostras autoclavadas. No entanto, o efeito para estas 
últimas é contrário ao efeito para as primeiras. 
As concentrações das isoflavonas agliconas são altas previamente ao 
processo e, à medida que a fermentação é realizada, o teor destas vai sendo 
reduzido e, consequentemente, as isoflavonas β-glicosídicas vão sendo 
acrescidas.  
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Gráfico 21 - Variação da concentração de genistina e da sua respectiva aglicona 
genisteína no decorrer de 72h de processo fermentativo. 
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência; 
 
 
Uma explicação plausível para essa ocorrência seria a regeneração das 
isoflavonas β-glicosídicas, a partir de ligações formadas entre isoflavonas 
agliconas e açúcares, isso pode ocorrer se a clivagem das ligações β-
glicosídicas pela ação da temperatura não for suficientemente efetiva, ou seja, 
não eliminarem moléculas de água, clivando as moléculas de modo que estas 
possuam radicais altamente reativos, ficando instáveis, de forma, que os 
mesmos retornem à suas configurações anteriores. As amostras de referência 
apresentaram comportamento similar às fermentadas, uma vez que, também 
foram submetidas ao processo de autoclavagem, tal tratamento foi totalmente 
efetivo na conversão das isoflavonas, portanto, por mais que a amostras 
autoclavada tenha sofrido as ações do processo fermentativo, o mesmo não 
apresentou consequências para a produção de isoflavonas agliconas, no 
entanto, os resultados apresentados referentes às demais análises realizadas 
(fenólicos totais, atividade antioxidante) confirmam a ocorrência da 
fermentação nesse tratamento. 
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O Gráfico 22, apresenta a variação das isoflavonas glicitina e gliciteína 
durante a fermentação e, tal variação foi similar às variações apresentadas 
para as demais isoflavonas das amostras autoclavadas. 
 
 
Gráfico 22 - Variação da concentração de glicitina e da sua respectiva aglicona 
gliciteína no decorrer de 72 horas de processo fermentativo. 
Legenda: OBF: okara bruto fermentado; OBR: okara bruto referência;  
 
 
No Gráfico 23 estão dispostas a composição percentual de isoflavonas 
totais no decorre do processo. Contrário ao discutido para o Gráfico 15 
referente às amostras sem autoclavagem, em que as formas agliconas 
aumentam no decorrer do processo, nessas condições de estudo, as formas 
agliconas são altas ao início do processo e apresentam redução de percentual 
nas vinte quatro e setenta e duas horas subsequentes. 
Além disso, comparando este ao apresentado no gráfico 18, as 
variações no decorrer do processo se apresentam com menor intensidade, 
ressaltando o fato da bioconversão por temperatura. Paralelamente, esses 
gráficos podem fazer referência a variações secundárias à bioconversão, ou 
seja, influência de outros fatores alheios ao processo fermentativo, bem como, 
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mudança de configurações moleculares de isoflavonas conjugadas com grupos 
acetil e malonil. 
 
 
  
0h 24h 72h 
  
Gráfico 23 - Perfil de evolução percentual de isoflavonas agliconas e diminuição percentual das 
respectivas isoflavonas conjugadas no decorrer das 72 horas de processo fermentativo. 
 
 
Os resultados de composição de isoflavonas nas amostras fermentadas 
sem autoclavagem se apresentaram coerentes com os outros resultados 
apresentados no decorrer do processo, pois baseados na teoria apresentada, 
todos os resultados analisados deveriam estar correlacionados. 
O acréscimo do teor de isoflavonas agliconas deve estar relacionado com 
a evolução da atividade enzimática, uma vez que a bioconversão das 
isoflavonas se dá através de mecanismos enzimáticos. O aumento de atividade 
antioxidante e de compostos fenólicos deve estar ligado ao acréscimo no teor 
de agliconas, uma vez não detectadas nas análises utilizadas em suas formas 
glicosídicas. O aumento de atividade enzimática se relaciona ao crescimento 
celular, visto que as enzimas são produtos do metabolismo celular, 
consequentemente esses resultados estão relacionados ao aumento de 
proteínas. 
Todas essas relações foram visualizadas e discutidas para o 
transcorrido de setenta e duas horas de processo para as amostras sem 
autoclavagem, caracterizando um bom desempenho do processo e de 
análises.  
Resultados similares foram detectados por Cho et al (2009) durante SSF 
de resíduos de soja com Bacillus pumilus HY1, em que os níveis de agliconas, 
flavonóides totais e atividade anti-sequestrante do radical DPPH aumentaram, 
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enquanto que as formas de glicosídeos reduziram e isoflavonas totais 
apresentaram pequeno decréscimo. Ainda de acordo com o resultado 
encontrado por Cho et al. (2009) as formas malonilglicosídicas também 
apresentaram redução, corroborando com a discussão realizada nos gráficos 
de okara bruto fermentado para a bioconversão de isoflavonas glicosídicas. 
Contudo, para as amostras autoclavadas, ocorreu que, anteriormente ao 
processo fermentativo, todas as isoflavonas se apresentaram bioconvertidas 
pela autoclavagem e, como todos os dados estariam relacionados ao objetivo 
principal do processo, que é a bioconversão das isoflavonas glicosídicas, 
apenas o tratamento térmico poderia se constituir como um processo ideal para 
a melhoria de característica geral do okara.  
As determinações para a composição de isoflavonas apresentaram maior 
composição de agliconas obtidas do tratamento térmico em relação as 72 
horas de fermentação, contudo, demais análises caracterizaram o processo de 
autoclavagem com influências negativas á produção de uma matéria-prima 
para alimentos, ou seja, menor atividade antioxidante, menor teor de fenólicos 
totais, menor umidade e menor atividade enzimática. 
Baseados nesses resultados pôde-se concluir que o tratamento térmico 
tem a ação positiva de bioconverter as isoflavonas, no entanto, a alta 
temperatura envolvida no processo tem a ação negativa de inibir as suas ações 
biológicas, sem causar a degradação da molécula. Portanto, por mais efetiva 
que seja essa bioconversão, não é acrescentado nenhuma propriedade 
benéfica à matéria prima, e sim, reduzida.  
É necessário, portanto, que as ações de diversas temperaturas sejam 
avaliadas nesse processo, relacionando a temperatura de bioconversão dessas 
moléculas com a temperatura de inativação das propriedades biológicas das 
mesmas, para que, se possível, determine-se um intervalo de temperaturas, 
que apenas as ações positivas ocorram, sem que haja inativação de 
compostos benéficos. 
No entanto, mesmo que possível a bioconversão por temperatura, o 
processo fermentativo ainda apresenta uma ampla gama de benefícios gerados 
à matéria-prima, se tornando vantajoso do ponto de vista energético, nutritivo e 
sensorial. 
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5.7.3 Análise de correlação de dados para as isoflavonas 
 
 
Os dados disponíveis na Tabela 16 representam a correlação de dados 
para a variação de isoflavonas em que todas as interações possíveis foram 
apresentados correlações de valores significativos, com p>0,5000. No entanto, 
os principais dados de interesse para o presente estudo, são as correlações 
existentes entre as isoflavonas glicosídicas e suas respectivas isoflavonas 
agliconas. Tais resultados estão destacados em negrito na tabela que segue. 
 
 
Tabela 16 - Correlação de dados para isoflavonas glicosídicas e agliconas 
 
A correlação obtida para daidzina e daidzeína foi -0,8075, com 
p=0,6500, para glicitina e gliciteína -0,78354, com valor de p=0,6139 e para 
genistina e genisteína -0,8770, com p= 0,7691. A correlação negativa para os 
dados corrobora com a reafirmação do comportamento verificado para as 
isoflavonas, em que o teor das agliconas aumenta à medida que o teor das 
glicosídicas diminui, pela própria bioconversão de suas estruturas.  
No Gráfico 24 está disposto a correlação apresentada para as 
isoflavonas glicitina e gliciteína, em que, nos maiores níveis (g / 10 g) de 
gliciteína, estão apresentados os menores níveis de glicitina (g / 10 g). 
Analogamente, o Gráfico 25 apresenta esse mesmo perfil para as isoflavonas 
genistina e genisteína e, 26, para as isoflavonas daidzina e daidzeína. 
 
 
Média 
(mg/10g) 
Daidzina Daidzeína Glicitina Gliciteína Genistina Genisteína 
Daidzina  1,000 -0,870 0,975 -0,833 0,970 -0,888 
Daidzeína  -0,870 1,000 -0,861 0,932 0,875 0,989 
Glicitina  0,975 -0,861 1,000 -0,783 0,962 -0,857 
Gliciteína  -0,833 0,932 -0,783 1,000 -0,879 0,936 
Genistina  0,970 -0,875 0,962 -0,879 1,000 -0,877 
Genisteína  -0,888 0,989 -0,857 0,936 -0,877 1,000 
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Gráfico 24 - Correlação das isoflavonas glicitina e gliciteína. 
 
 
 
Gráfico 25 - Correlação das isoflavonas genistina e genisteína. 
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Gráfico 26 - Correlação das isoflavonas daidzina e daidzeína. 
 
 
5.8 COMPOSIÇÃO QUÍMICO-BROMATOLÓGICA DAS FARINHAS DE 
OKARA LIOFILIZADAS 
 
 
Tabela 17 - Composição físico-química de farinha de okara, autoclavado e não 
autoclavado fermentado em 72 horas 
Parâmetros 
Farinha de okara 
autoclavado  
Farinha de okara  
não-autoclavado  
Fibra Alimentar* 23,9 21,4 
Umidade 5,00 ± 0,03 6,01 ± 0,04 
Atividade de Água 0,513 0,498 
*g / 100 g em base seca;  
 
  
 A qualidade tecnológica das farinhas de okara fermentadas 
apresentadas anteriormente, nas diversas condições de fermentação 
apresentaram algumas diferenças significativas em suas propriedades 
biológicas e de composição, no entanto, para a composição de fibras 
alimentares e atividade de água essa variação apresentada foi pequena, em 
que a farinha de okara não-autoclavado apresentou teor de fibra alimentar 
pouco inferior que a farinha de okara autoclavado (23,9 - 21,4 g / 100 g), assim 
como ocorreu para os valores obtidos de atividade de água (0,513) para farinha 
de okara autoclavado e (0,498) para farinha de okara não-autoclavado. 
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5.9 ANÁLISE TÉRMICA DAS FARINHAS DE OKARA 
 
  
 A partir das curvas TG obtidos, verifica-se que o okara autoclavado e 
não-autoclavado fermentados apresentam perfis de degradação térmica 
similares, sendo que apresentam uma pequena perda de massa entre 75 ⁰ C e 
100 ⁰ C que, provavelmente indica perda de umidade. 
 
 
Gráfico 27 - Análise DTA e TG das amostras de farinha de okara autoclavado e 
não autoclavado.   
Legenda: FOB: Farinha de okara bruto; FOA: Farinha de okara autoclavado;
  
 
 O início da degradação da farinha que passou por processo de 
autoclavagem ocorre em temperatura ligeiramente superior (em torno de 
225⁰ C), enquanto que para a farinha de okara não-autoclavado inicia seu 
processo de decomposição em uma temperatura inferior (em torno de 175 ⁰ C), 
possivelmente isso ocorre, pois durante a autoclavagem as substâncias mais 
termossensíveis podem se decompor devido as condições de altas 
temperaturas e pressões elevadas. 
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 Contudo, nas temperaturas inferiores ao início de degradação de ambas, 
as amostras se apresentam estáveis, e deve-se ainda, considerar que as 
temperaturas em que as farinhas iniciam suas decomposições é relativamente 
alta, quando se trata da elaboração de alimentos, podendo, dessa forma, ser 
utilizada como matéria–prima no processamento de alimentos.  
 
 
5.10 ANÁLISE DE PCA PARA A COMPOSIÇÃO DE ISOFLAVONAS 
 
 
A análise de componentes principais, PCA, consiste em reescrever as 
variáveis originais em novas variáveis denominadas componentes principais, 
através de uma transformação de coordenadas. Cada componente principal é 
uma combinação linear de todas as variáveis originais. Nestas combinações, 
cada variável terá uma importância ou peso diferente. 
Esta análise possibilita a identificação das medidas responsáveis pelas 
maiores variações entre os resultados, sem perdas significativas de 
informações.  
O Gráfico 28, faz uma seleção de componentes principais, ou seja, as 
variáveis que mais exercem influência na variância total e devem ser incluídas 
na análise de PCA. Para o estudo estatístico da variação das isoflavonas, 
daidzina, glicitina, genistina e suas formas agliconas, 91,64% da variação total 
dos dados se referem a um componente e 5,91% a um segundo componente 
principal formado. 
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Gráfico 28 - Scree plot das variáveis analisadas. 
 
 
Os gráficos 28 e 29 têm seus dados relacionados, no gráfico 30 ocorre o 
agrupamento de amostras similares, que possuem efeitos semelhantes sobre a 
variação das isoflavonas estudadas. 
No primeiro quadrante analisado, abaixo da linha horizontal e à 
esquerda, o grupo formado possui as amostras OBR0 e OBR72, além disso, 
ambos os fatores que se apresentaram mais interferentes no gráfico 28 
influenciam de modo negativo para essas amostras.  
Conforme discutido anteriormente, sabe-se que o processo de 
autoclavagem e de fermentação foram eficientes à produção de formas 
moleculares agliconas e, as amostras OBR e OBR72 são as únicas do estudo 
que não receberam nenhum dos tratamentos. Diante dessa análise é possível 
concluir que as duas principais variáveis influentes no delineamento são 
autoclavagem e fermentação. 
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Gráfico 29 - Análise de componentes principais para seleção de grupos. 
 
Para o estudo do segundo quadrante, abaixo da linha horizontal à 
direita, as amostras agrupadas foram as amostras autoclavadas de referência, 
tais amostras, no estudo quantitativo de isoflavonas se apresentaram ricas na 
composição de agliconas, devido ao tratamento térmico utilizado. Isso contribui 
para a correta determinação de que o fator que influencia 91,64% na 
transformação de isoflavonas glicosídicas para isoflavonas agliconas é o 
processo de autoclavagem e, consequentemente o fator que interfere 5,91% é 
o processo fermentativo.  
Esses dados ocorrem, principalmente, devido ao fato de que durante o 
processo fermentativo das amostras autoclavadas, as formas agliconas sempre 
obtiveram composição máxima devido a total bioconversão pelo processo de 
autoclavagem e, para o processo fermentativo, apenas a amostra OBF72 se 
apresentou com composição de agliconas muito elevada em relação à sua 
amostra inicial e, ainda, para as algumas amostras autoclavadas o processo 
fermentativo se mostrou negativo no que se refere ao aumento do teor de 
agliconas. 
Comparando os quadrantes do Gráfico 29 com os quadrantes do gráfico 
30, pode-se notar que o primeiro quadrante discutido, se relaciona às menores 
quantidades de agliconas e, por consequência, às maiores quantidades 
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isoflavonas conjugadas. De forma análoga, os grupos do segundo quadrante, 
gráfico 28, correspondem às maiores quantidades de genisteína, gliciteína e 
daidzeína nas amostras. 
Para a compreensão do último quadrante analisado, gráfico 29, 
devemos lembrar que os grupos são formados por valores transformados e não 
por valores pontuais que relacionam diretamente à quantidade de agliconas em 
cada amostra, com isso, a amostra OBF72 encontra-se sobre o eixo referente 
ao processo fermentativo, pois esta amostra é o grupo que maior representa a 
ação do processo fermentativo sobre a produção de agliconas, analogamente 
OBF24 está distante desse eixo, devido ao fato que, no decorrer de 24 horas o 
processo não foi tão eficiente quanto para 72 horas final de fermentação, e a 
composição da referida amostra não é similar a OBF72. 
 
 
Gráfico 30 - Análise de componente principal de variáveis interferentes.  
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
 
O processo fermentativo semissólido utilizando o subproduto okara 
como meio de cultivo e cepas de Saccharomyces cerevisiae r.f bayanus como 
inóculo se apresentou eficiente e com bom rendimento para bioconversão de 
isoflavonas glicosídicas em isoflavonas agliconas. 
O presente estudo demonstrou o uso potencial e melhoria de 
propriedades benéficas a saúde do resíduo de fabricação de extrato 
hidrossolúvel de soja. Esses benefícios são relativos à melhora dos teores de 
proteínas totais, atividades antioxidantes e compostos fenólicos, além de 
apresentar hidrólise de fibras insolúveis elevando a composição de fibras 
solúveis e facilitando a digestibilidade do substrato okara.  
Dessa forma, a levedura utilizada para a fermentação corresponde a 
uma potencial levedura para ser utilizada para fins que envolvem a melhoria da 
biodisponibilidade de compostos funcionais e nutricionais, como as isoflavonas. 
Além disso, a fermentação semissólida possivelmente causou a melhora 
da qualidade sensorial do produto, apresentando contribuições para o 
desenvolvimento de uma desejável textura, sabor e aroma do produto, 
fornecendo ao okara uma potencial característica de matéria-prima para a 
fabricação em alimentos.  
A partir dos resultados promissores obtidos, constitui-se viável o 
reaproveitamento do subproduto estudado como aditivo alimentício suprindo a 
necessidade de matéria-prima de qualidade e de baixo custo para elaboração 
de alimentos, em que, além de corresponder a um ingrediente com todas as 
características nutricionais apresentadas e de baixo custo que pode ser voltado 
à produção de alimentos direcionados as populações carentes, pode, ainda, 
constituir a base de uma alimentação para grupos que necessitam de 
alimentação especial, como portadores de intolerâncias a certos grupos de 
alimentos. 
Em conformidade com todos os benefícios nutricionais discutidos, além 
de melhorias em aspectos sensoriais, o fermentado de okara se apresentou 
como um ingrediente promissor para a agregação em alimentos funcionais, 
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podendo atuar na substituição apropriada de outros ingredientes, na sua forma 
seca, como farinha, ou úmido, aproveitando-se da sua consistência aderente.  
Essa substituição pode ser realizada com o objetivo de reduzir a 
ingestão de calorias, podendo reduzir os níveis de colesterol no sangue, na 
incorporação de dietas especiais livres de determinados ingredientes, na 
prevenção ou tratamento de doenças, que necessitem de alimentos que 
contenham atividade antioxidante, semelhantes à vitamina E, que pode reduzir 
o nível de radicais livres no corpo, na incrementação de proteínas e fibras e 
redução de gorduras de determinados alimentos, acréscimo de minerais ao 
produto fabricado, além do aproveitamento de todas as atividades biológicas 
benéficas efetivas que as isoflavonas em suas configurações moleculares 
agliconas oferecem. 
O bioprocesso desenvolvido foi bem caracterizado apresentando-se 
promissor quanto à produção ou a extração de compostos bioativos a partir de 
fontes naturais baratas, com potenciais aplicações destes compostos nas 
indústrias de alimentos, química e farmacêuticas e, ainda, correspondeu a uma 
tecnologia limpa, ausente de geração de resíduos, com baixo custo energético 
e baixo custo total de processamento. 
Cabe ressaltar que este trabalho tem caráter científico, representa um 
progresso no estudo de biocompostos de interesse e pôde oferecer 
contribuições inovadoras à comunidade científica, principalmente na área de 
tecnologia em alimentos e bioprocessos. No entanto, se constituiu como um 
trabalho multidisciplinar envolvendo outros campos de conhecimento, podendo 
se constituir como base de dados de diversas áreas da química, bem como 
financeiras, ambiental, nutricional, entre outras que se relacione com a matéria 
prima, com o processo utilizado e como produto obtido. 
Infelizmente o tempo hábil de realização deste projeto, não permitiu que 
muitos outros questionamentos fossem levantados e analisados, bem como a 
aplicação do produto gerado e caracterizado. Fica, portanto, a recomendação 
de análises minuciosas de cada etapa do processo, bem como, aplicação do 
fermentado em produtos alimentícios e caracterização sensorial como 
recomendações para trabalhos posteriores. 
Além disso, o estudo detalhado sobre a bioconversão de isoflavonas, 
incluindo todas as formas conjugadas, agliconas, glicosídicas, acetilglicosídicas 
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e malonilglicosídicas se faz de extrema importância, como complementação do 
presente estudo. 
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